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Einleitung Biomechanik nach Bestrahlung von Sehnentransplantaten

1. Einleitung

1.1 Physiologie des vorderen Kreuzbandes

Das Kniegelenk und dessen Binder (Abb.1) sind im téglichen Leben und besonders bei
sportlichen Aktivititen teilweise extremen Belastungen ausgesetzt. Dies gilt sowohl fiir
statische Situationen (Stehen, Knien), als auch fiir dynamische Ablidufe wie Gehen, Laufen,
Springen oder Treppensteigen. Die Kraftiibertragung und die Stabilisierung des Gelenkes
erfolgt tiber Muskeln, Sehnen, Bénder und die Menisken. Die Kreuzbander besitzen eine
herausragende Bedeutung fiir die zentrale Stabilisierung des Kniegelenkes und entwickeln
sich wiahrend der Embryogenese aus dem Synovialmesenchym zwischen Femur- und

Tibiaanlage (Pelttari et al., 2006; Welle et al., 2007).

1.1.1 Zelluléire Bestandteile

Die in Bindern und Sehnen vor allem vorkommenden Zellen sind Fibroblasten, deren Form je
nach Aktivititszustand von spindelformig (Fibrozyten, wenig aktiv) bis ovoid (Fibroblasten,
hohe Aktivitit) variieren kann. Sie sind aktiv an der Synthese und den resorptiven Prozessen
der Extrazelluldrsubstanz beteiligt und liegen perlschnurartig zwischen den longitudinal
orientierten kollagenen Fasern. Weitere Zellen des VKB sind im tibianahen Bereich
chondroide Zellen sowie Leukozyten, Mastzellen, Makrophagen und Plasmazellen, deren

Hauptaufgabe in der Immunabwehr liegt (Petersen und Tillmann et al., 1999)

Femur

Patella

HKE

MKB

VKB ' » Al
- = = Memskus
[} ’ 3

Lig. transversum

Abbildung 1: Schematische Darstellung des menschlichen Kniegelenks Aus: Medline plus Health
Information,Medical Encyclopedia, Knee Arthroscopy-Normal anatomy;
http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/ency/presentations/100117 1.htm
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1.1.2 Extrazellulairmatrix

Die Extrazellulirmatrix (EZM) oder Interzellularsubstanz besteht aus Grundsubstanz und
Bindegewebsfasern. Beide werden von Fibroblasten synthetisiert. Die Grundsubstanzen sind
nichtfibrilldre, lichtmikroskopisch amorphe Bestandteile wie interstitielle Fliissigkeit,
Proteoglycane und Glycoproteine. Sie haben metabolische Funktionen und steuern iiber die
Exprimierung von Integrinen die Fibrillogenese (Junqueira et al, 2005). Die
Bindegewebsfasern des Band- und Sehnengewebes bestehen aus kollagenen, retikuldren und
elastischen Fasern, wobei der Anteil von Kollagenfasern mit 75 % des Trockengewichtes
tiberwiegt. 90 % des Kollagens besteht aus Kollagen Typ I und 10 % aus Kollagen Typ III
(Petersen und Zantop, 2009; Petersen und Tillmann, 1999; Yasuda und Hayashi, 1997).
Kollagen I sichert eine hohe Zugfestigkeit des Gewebes, wihrend Kollagen III durch
viskoelastische Eigenschaften die repetitive Belastung ohne Ermiidungsschiden der
Kreuzbinder und die unterschiedliche Ausrichtung der Faserbiindel wéhrend der Bewegung
ermoglicht (Petersen und Tillmann, 2002). Die Bildung des Kollagens erfolgt in mehreren
Schritten (Abb. 2).

Tropocollagen Fascicle

-

Tenocyte Endotenon

Abbildung 2: Aufbau und Struktur von Sehnen und Béndern (aus: Towler u. Gelbermann, 2006)

Fibroblasten synthetisieren Polypeptidketten (a-Helices), die intrazelluldr zu einer Tripelhelix
verdrillt werden. Dieses Prokollagen wird aus den Fibroblasten abgegeben und durch
Peptidabspaltung entsteht extrazelluldir Tropokollagen. Durch Quervernetzungen des
Tropokollagens bilden sich Mikrofibrillen (20-200 nm Durchmesser). Diese lagern sich in der

Grundsubstanz zu Kollagenfibrillen (0,3 — 0,5 um Durchmesser) und schlielich zu
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Kollagenfasern (1-20 um) zusammen. Die Kollagenfasern haben in Faserrichtung einen
longitudinal gewellten Verlauf, der eine gewisse Dehnung des Gewebes zuldsst und
Grundlage der Elastizitidt von Sehnen und Béndern ist. Diese fiir die jeweiligen Bander und
Sehnen typische Wellenstruktur wird als Crimp bezeichnet (Abb.3). Die Kollagenfasern
werden schlieBlich zu Kollagenfaserbiindeln zusammengefasst. Die Lédnge der
Kollagenfaserbiindel wird durch den Spannungszustand beeinflusst. So verkiirzen sie sich
z.B. bei langerer Ruhigstellung und verldngern sich bei anhaltend hoher Belastung und
Dehnung (Sakane et al., 1997). Die Kollagenwellenldnge oder Crimp lésst sich messen und
zeigt charakteristische Anderungen im Rahmen des frilhen Bandumbaus des vorderen
Kreuzbandersatzes. Dadurch ist diese ein etablierter Parameter in der Analyse des
Remodelingprozesses der extrazelluldren Matrix (Daniel und Akeson, 1990; Tackman, 1994;

Yasuda und Hayashi, 1997; Junqueira et al., 2005).

Abbildung 3: Native Flexorsehne im polarisierten Licht (20 x) (Quelle: persénliche Uberlassung von Christine
Broziat, CMSC Berlin)

1.1.3 Funktion des vorderen Kreuzbandes

Die wichtigste Funktion des VKB ist die Stabilisierung des Kniegelenks bei anterioren bzw.
posterioren Translationsbewegungen der Tibia bzw. des Femurs (Sakane et al., 1997). Dabei
verdndern sich die scherengitterartig angeordneten Fasern des Bandes in Abhingigkeit von
Geschwindigkeit und Stirke der Unter- und Oberschenkelbewegungen nicht linear, sondern

exponentiell. Bei schneller StoBbelastung ist das VKB stirker gestrafft als bei einem



Einleitung Biomechanik nach Bestrahlung von Sehnentransplantaten

langsamen Belastungsanstieg. Die zwei Faserbiindelkomponenten im VKB iiben bei Beugung
und Streckung des Kniegelenks unterschiedliche Stabilisierungsfunktionen aus. Wéhrend das
anteromediale Biindel vorwiegend die antero-posterioren Translationsbewegungen der Tibia
stabilisiert, strafft sich das postero-laterale Biindel und stabilisiert damit in der Endphase der
Streckung die Schlussrotation im Kniegelenk. Dieser komplizierte Aufbau des VKB setzt an

alle Ersatzversuche hochste Anforderungen.

1.2 Therapieoptionen bei Ruptur des vorderen Kreuzbandes

1.2.1 Epidemiologie

Die Ruptur des vorderen Kreuzbandes (VKB) ist die hdufigste Bandldsion des Kniegelenks
und rangiert ursichlich an erster Stelle hinsichtlich klinisch relevanter Knieverletzungen
(Johnson et al., 1992). Verldssliche Zahlen iiber die Inzidenzrate von Rupturen des VKB
liegen in der Literatur nur fiir einige Linder vor. Die geschitzte Haufigkeit wurde in den
letzten Jahren mit 1: 1000 bis 1: 3500 Einwohner pro Jahr in Industriestaaten angegeben,

wobei insbesondere Sportverletzungen als Ursache fiir die Ruptur genannt werden (Miyasaka

etal., 1991; Rupp et al., 2002).

Die Uberdehnung des VKB mit der Gefahr der Ruptur ereignet sich in der Mehrzahl der Flle
durch ein Valgus—Rotationstrauma. Dabei ist der Unterschenkel fixiert oder wurde gestoppt
und der Oberkorper befindet sich in einer Rotationsbewegung oder wird bei Fixation des
Unterschenkels plotzlich abgebremst. Zu den Sportarten mit der hochsten Gefahrdung zdhlen
sog. ,,Stop-and-Go*“- Disziplinen wie z.B. Handball, Basketball und FuBball sowie alpiner
Skisport und Skateboard. In der Schweiz treten 50% aller Rupturen des VKB bei Fuf3ball und
alpinem Skisport auf (Gesundheitsdirektion Ziirich, 2009).

In den Vereinigten Staaten von Amerika werden jedes Jahr etwa 80.000 bis 100.000 Rupturen
des VKB registriert (Griffin et al., 2000; Huston et al., 2000). Die aus den vorwiegend
operativen Behandlungen und der Nachsorge entstehenden Kosten liegen in den USA jéhrlich
bei ungefédhr einer Milliarde Dollar (Griffin et al., 2000). In den USA ereignen sich 70% aller
Lisionen des VKB zwischen dem 15. bis 45. Lebensjahr. Fiir diese Altersgruppe betrdgt die
Haufigkeit 1:1750 und fiir die Altersgruppe 25 — 45 Jahre 1:1000 (Petersen und Zantop,
2009). In Deutschland ist die Kreuzbandersatzplastik mit ca. 50.000 Operationen pro Jahr die
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am hdufigsten durchgefiihrte bandplastische Operation am Bewegungsapparat und hat
dementsprechend eine erhebliche volkswirtschaftliche Bedeutung bekommen (Weiler et al.,
2002c). 2002 betrugen die Krankheitskosten in Deutschland fiir therapeutische Eingriffe am
VKB ca. 359,3 Millionen € (Statistisches Bundesamt, 2002).

1.2.2 Behandlungsstrategien

Da das VKB die iiberméfige Auslenkung des Kniegelenks nach anterior sowie die
Kniegelenksrotation verhindert, fiihrt eine Verletzung zur Knieinstabilitdt und im spiteren
Verlauf zu einem deutlich erhohten Risiko  sekunddrer = Meniskus-  und
Gelenkknorpelschddigungen sowie zu einem erhohten Arthroserisiko (Bonamo et al.,1990;
Andersson et al.,1991; Beynnon et al., 2002; Hinterwimmer et al., 2003). Konsens besteht
heute dariiber, dass, wenn keine Kontraindikationen vorliegen, das rupturierte VKB bei
mobilen Patienten operativ versorgt wird (Menke et al., 1990; Andersson et al., 1991; Yasuda
et al.,, 1995). Kontraindikationen fiir eine Operation sind die allgemeine (ASA 3-4) oder
lokale Inoperabilitit (z.B. infizierter H&marthros im Kniegelenk). Zu den relativen
Kontraindikationen = und  damit fiir die  Entscheidung zu  konservativen
Behandlungsmafinahmen bei isolierter Lasion des VKB zdhlen Orthopdden und
Unfallchirurgen die minimale Kniegelenkinstabilitét, d.h. eine minimale Lachman-Differenz
und einen negativen Pivon-Shift (AWMEF, 2005) geringe Sport- und Bewegungsambitionen,
eine vorbestehende Arthrose, eine kernspintomografisch nachgewiesene Partialruptur des
VKB sowie ein erhohtes Narkose- und Operationsrisiko. Fiir die operative Versorgung stehen

verschiedene Methoden zur Verfiigung:

1.2.2.1 Historischer Abriss operativer Methoden der VKB-Ruptur

Die erste konservative Behandlung verletzter vorderer Kreuzbidnder mit einem Beingips
erfolgte 1850 durch den Briten Stark (Stark, 1850). 1895 erfolgte die erste priméire Naht der
Kreuzbiander und 8 Jahre spater wurde iiber 4 Fille berichtet (Mayo-Robson, 1903). Mayo-
Robson verwendete Catgut als Nahtmaterial bei einem Patienten, der sich eine Ruptur des
vorderen und hinteren Kreuzbandes zugezogen hatte. Zunichst war die primédre Naht bis in
die Mitte des 20. Jahrhunderts die Methode der Wahl, auch wenn bis dahin keine
Nachuntersuchungen mit Spétergebnissen vorlagen. Eine 5-jdhrige postoperative
Nachbeobachtungsstudie aus dem Jahr 1976 mit sehr negativen Ergebnissen nach

Kreuzbandnaht und weitere Studien mit denselben Resultaten leiteten das Ende dieser
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Operationstechnik ein (Feagin und Curl, 1976; Odensten et al., 1984; Engebretsen et al.,
1990). Aus diesem Grund, und parallel zur VKB-Naht, setzten verstiarkt Bemiihungen ein, das
verletzte VKB durch artifizielle (nichtbiologisch), autologe (human, korpereigen), allogene
(human, korperfremd) sowie xenogene (andere Spezies, korperfremd) Transplantate zu
ersetzen (Marrale et al., 2007). Als artifizielle Materialien wurden Seide, Kohlenstofffasern,
Polyester, Polypropylen und Gore-Tex verwendet. Der Einsatz dieser kiinstlichen Materialien
konnte sich jedoch aufgrund schlechter klinischer Ergebnisse, bedingt vor allem durch
therapieresistente Gelenkergiisse, nicht durchsetzen (Hoher und Tiling, 2000). Klinische
Versuche, das rupturierte VKB durch korpereigenes Sehnengewebe zu ersetzen, begannen
1914. Der russische Chirurg Grekow wéhlte dafiir erstmals Fascia lata—Streifen (Hesse, 1914).
1935 folgten Rekonstruktionen mit Patellarsehnen und 1950 mit Sehnen der Mm.
semitendinosus und gracilis (Wittek, 1935; Lindemann, 1950). 1963 inaugurierte Jones eine
Rekonstruktion mit einem gestielten Transplantat des mittleren Drittels des Ligamentum
patellae und 1966 entwickelte der Rostocker Unfallchirurg Briickner die BPTB-Technik, wie
sie heute weltweit zum Einsatz kommt (Jones, 1963; Briickner, 1966; Rupp und Kohn, 2002).

1.2.2.2 Autologe Transplantate als VKB-Ersatz

Das autologe, freie Patellarsehnendrittel mit zwei Knochenblocken war aufgrund seiner
stabilen und schnellen Integration in den Knochen und der damit verbundenen hohen initialen
Festigkeit in den letzten 20 Jahren die Methode der Wahl (Amiel et al., 1986; Petersen und
Laprell, 2000; Fink et al., 2001). Als weitere autologe Ersatzplastik diente seit den 90er
Jahren die Quadricepssehne mit einem ossédren Anteil aus der Patella (Fulkerson und
Langeland, 1996; Chen et al., 2006). Einschrinkend ist zu erwdhnen, dass diese Methode
durch postoperative Probleme belastet wird, die durch die Entnahme der Transplantate
bedingt sind. Ursachen fiir eine verzogerte Rekonvaleszenz sind Schwichung des
Kniestreckapparates, Verkiirzung der verbliebenen Patellarsehne mit postoperativem
Streckdefizit, femoropatellare Schmerzen, Kniegelenkkrepitation, Bewegungseinschrinkung
sowie, in geringem Ausmal, Patellafrakturen (Bonatus et al., 1991; Christen und Jakob, 1992;
Jomha et al., 1999; Muellner et al., 1998; Aglietti et al., 1993; Engebretsen et al.,1990; Kartus
et al., 1997).

Da die Elastizitdt der Patellarsehne gegeniiber der des VKB geringer ist, setzen wegen der

verlingerten Rekonvaleszenz, Orthopdden und Unfallchirurgen bei Leistungssportlern
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bevorzugt autologe Ersatzsehnen aus dem Pes anserinus superficialis ein. Die vergleichsweise
geringere Entnahmemorbiditat und sich stindig verbessernde Fixationstechniken haben
inzwischen auch generell zu einer verstirkten Verwendung freier Sehnentransplantate, wie
zum Beispiel der Sehnen des Pes anserinus (engl. hamstring), der Semitendinosus- und
Gracilissehne gefiihrt (Abb.4). Der M. semitendinosus bildet an der Medialseite des
Kniegelenks, zusammen mit Sehnenanteilen des M. gracilis und des M. sartorius den an der
Tibia fixierten sog. ,,Ginseful (Pes anserinus superficialis). Ist die Sehne des M.
semitendinosus zu diinn, werden weitere Sehnenanteile des Pes anserinus superficialis (SGT-

Technik) entnommen (Franz und Ulbrich, 2004; Steckel et al., 2007).
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Abbildung 4: Autologe Entnahme von Patellar- und Hamstringsehnen als VKB-Ersatz
(Quelle: www.myknee.co.kr/info07)

Da aber alle diese autologen Operationstechniken des verletzten Kreuzbandes einen
Entnahmepart beinhalten, ist auch bei autologen, freien Transplantaten eine zusétzliche
Morbiditdt zu beriicksichtigen. So wurde iiber postoperative Schwichungen des
Beugeapparates (Hamstringsehnen) und Stérungen der Innenrotation berichtet, die noch bis
zu einem Jahr postoperativ bestehen konnen (Rosenberg et al., 1992; Rubinstein et al., 1994;
Viola et al.,, 2000). Favorisiert und in der Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fiir
Unfallchirurgie empfohlen, werden derzeit autologe Materialien entsprechend der BPTB- und

SGT-Technik (AWMEF, 2005).
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1.2.2.3 Spendertransplantate (Allografts) als VKB-Ersatz

In zunehmendem Umfang wird, insbesondere in den USA, seit einigen Jahren allogenes
Spendermaterial flir Kreuzbandplastiken eingesetzt. Speziell fiir Revisionsoperationen und bei
multiligamentidren Verletzungen sind Allografts oft die einzige mogliche Option fiir eine
Bandrekonstruktion, da korpereigene Sehnen zur operativen Versorgung nicht ausreichend
zur Verfiigung stehen (Vorlat et al., 1999). In den letzten Jahren hat die Verwendung von
allogenem Material in den USA auch in der primiren Rekonstruktion des VKB einen Anstieg
von 30 — 50% erfahren (Goertzen et al., 1992; DiStefano, 1993; Vangsness, 2006). Der
Vorteil liegt in der Vermeidung der durch die Entnahme von korpereigenen Sehnen
moglichen Morbiditdt mit entsprechender Reduktion von Beschwerden und
Funktionseinschrinkung des Kniegelenkes im postoperativen Verlauf. Neben den bereits
genannten BPTB- und STG-Rekonstruktionen werden als allogenes Spendermaterial auch
Achilles-, Tibialis-anterior- und Quadricepssehnen, sowie Fascia-lata-Streifen verwendet
(DeLay et al., 2001; Borden et al., 2001; Shelton et al., 2003; Almqvist et al., 2007,
Gorschewsky et al., 2007). In den USA wurde im Jahr 2006 bei 20% aller VKB-
Rekonstruktionen allogenes Spendermaterial eingesetzt (Suarez und Richmond, 2007). Nach
einer Umfrage der Amerikanischen Orthopéddischen Gesellschaft fiir Sportmedizin bejahten
86% der Arzte den Einsatz von Allografts (Mc Allister et al., 2007).

In Deutschland und anderen europdischen Léndern ist der Anteil an Allografts in der
Kreuzbandchirurgie mit 1 — 2% deutlich geringer (Mayr et al., 2007). Die Griinde dafiir sind
vielfdltig und implizieren juristische, medizinische, ethische und logistische Einschrankungen
und Bedenken. Mit der Umsetzung der EU-Richtlinien 2004/23/EC, 2006/17/EC und
2006/86/EC (European Council 2004, European Council 2006a, b) durch das neue
Gewebegesetz vom 01.08.2007, bei dem allogene Gewebetransplantate auch in Deutschland
einen Arzneimittelstatus erhielten (Bundes-gesetzblatt; 2007), wurde in juristischer und
logistischer Hinsicht der Einsatz von Allografts erschwert. Daneben stehen im gegenwirtigen
Stadium medizinische Bedenken weiterhin im Mittelpunkt der Forschung. Bis heute wird die
optimale Transplantatwahl fiir die Rekonstruktion des rupturierten VKB hinsichtlich der Vor-
oder Nachteile weltweit kontrovers diskutiert. Als Vorteile allogener Transplantate zum
VKB-Ersatz werden die fehlende Entnahmemorbiditét, eine Verkiirzung der Operationszeit,

die Reduktion postoperativer Schmerzen, der Erhalt der Integritdit des Streck- und
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Beugeapparates am Kniegelenk, besser dimensionierbare Transplantate und eine, im spdteren
Verlauf geringere Arthrofibroserate genannt (Kuhn et al., 2007; Cohen und Sekiya, 2007;
Kustos et al., 2004). Protagonisten sehen in den Ergebnissen von Allografts gegeniiber
autologem Ersatz keine signifikanten Unterschiede in den biomechanischen Eigenschaften
(Shino et al., 1984; 1991) und im postoperativen Verlauf und empfehlen daher auf Grund o.g.
Vorteile die allogene Rekonstruktion (Shino et al., 1986; 1993; Peterson et al., 2001; Bach et

al., 2005). Allerdings stehen diesen Vorteilen auch Bedenken gegentiber:

e Knochen-Sehnen-Transplantate (Patellarsehne) haben in einigen tierexperimentellen
Studien bis 6 Monate postoperativ eine verzogerte Einheilung gezeigt (Jackson et
al.,1993; Kirkpatrick et al., 1996),

e Allogene Transplantate zeigten vereinzelt immunologische AbstoBungsreaktionen,
was zu einer Abnahme der Elastizitdt und damit zur Reruptur fiihren kann (Chang et
al., 2003; Gorschewsky et al., 2005; Prodromos et al., 2007). Andererseits konnen
AbstoBungsreaktionen durch vorheriges Tieffrieren der Transplantate vermieden
werden, da dies zu einer Reduktion der fiir die AbstoBungsreaktion verantwortlichen
Histokompatibilititsantigene fithrt (Barad, 1982; Jackson et al., 1991).

e Das gravierendste Problem ist die Ubertragung klinisch relevanter Infektionserreger
vom Spender auf den Empfanger. Weiterfithrende Informationen hierzu werden in

Kapitel 1.4.1 erlautert.

1.3 Biologisch-biomechanische Charakterisierung von Auto- bzw. Allografts

1.3.1 Biologischer Umbau (Remodeling)

Alle bisher verwendeten Sehnentransplantate weisen primir nicht dieselbe morphologische
Textur des VKB auf, jedoch konnte in Tierversuchen der Nachweis erbracht werden, dass es
zu einem Umbau der transplantierten Sehne zu einer dem urspriinglichen histologischen
Aufbau des VKB sehr dhnelndem Struktur kommt. Dieser auch als Remodeling bezeichnete
Umbau verlduft in 3 Phasen, die unter anderem von Bosch nédher definiert wurden (Bosch und
Kasperczyk, 1992). Die Autoren unterteilten in eine friilhe Umbauphase (4 Wochen), eine
Proliferations- und Vaskularisierungsphase (3 Monate) und eine Ligamentierungsphase (1
Jahr). Uber die Dauer des Remodelingprozesses gibt es unterschiedliche Beobachtungen im

Tiermodell. Fiir die Vorgdnge im Menschen wird jedoch eine Dauer von 12 Monaten
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postuliert (Weiler et al.,, 2001; 2002a). Sowohl autologe, wie auch allogene VBK-
Ersatzplastiken im Tiermodell und beim Menschen weisen dieselben postoperativen
Umbauvorgédnge auf, wobei allogene Grafts eine zeitliche Verzogerung im Remodeling
aufweisen (Jackson et al., 1996; Frank und Jackson, 1997; Woo et al., 1997; Scheffler et al.,
2008; Dustmann et al., 2008).

In der frithen Umbauphase dominieren im, anfanglich avaskuldren, Transplantat nekrotische
Vorgénge. In dieser Zeit findet die Versorgung des Transplantates durch Diffusion aus der
Umgebung, besonders des Hoffa'schen Fettkorpers statt. Darauf folgt von peripher nach
zentral eine Invasion von Monozyten, Leukozyten und Makrophagen, die mit der Freisetzung
von Zytokinen und Wachstumsfaktoren verbunden ist. In diese Phase féllt auch der Beginn
der Revaskularisierung mit der Einsprossung von Kapillaren aus einer neu gebildeten
Synovialschicht und aus dem Hoffa'schen Fettkdrper (Benedetto und Klima, 1986;
Hoffmann et al., 1993). Die Folge ist ein Anstieg der Zahl der Fibroblasten und Fibrozyten.
Diese resorbieren durch Sekretion von Kollagenasen Strukturen der implantierten
Transplantatsehnen und ersetzten sie durch ein neues Kollagengeriist. Die Zellen gelangen
dabei zusammen mit dem Granulationsgewebe iiber die einwachsenden Blutgefdlle in das
Sehnengewebe (Awad et al., 2003; Vincenti et al., 1996). Das Transplantat besitzt jetzt, nach
6 — 8 Wochen, eine geringe Reillfestigkeit (Bosch et al., 1989). Ca. 3 Monate nach dem VKB
— Ersatz nimmt der Zellgehalt im Kreuzband auf das NormalmaR3 ab und der Kollagengehalt
steigt. Die neu gebildeten Kollagenfasern richten sich longitudinal aus und nach etwa einem
Jahr postoperativ findet sich ein, dem origindren VKB histologisch gleichendes Bandgewebe
(Amiel et al., 1986). Studien zum Remodeling-Prozess beim Menschen gibt es kaum. Die
Kenntnisse tiber den Heilverlauf basieren auf Einzelbiopsien bzw. einzelner Gewebeproben
nach Reeingriffen. Es wird davon ausgegangen, dass das Remodeling beim Menschen bei
autologen Transplantaten nach ca. einem Jahr abgeschlossen ist. Tierexperimentelle als auch
humane Einzelbeobachtungen erbrachten Hinweise, dass der Ligamentisierungsprozess auch
nach einem lidngeren Zeitraum noch nicht abgeschlossen ist. Weitere Tierexperimentelle
Studien zum Remodeling allogener Transplantate fanden ein verzdgert einsetzendes und nach
einem Jahr nicht abgeschlossenes Remodelling vor. (Rougraff et al., 1993; Falconiero et al.,
1998; Goradia et al., 2000, Malinin et al., 2002, Scheffler et al., 2008). Aus dem Wissen um

die zeitlich divergierenden Umbauprozesse beider Transplantattypen haben sich fiir Kliniker
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und Physiotherapeuten  wesentliche  Erkenntnisse  beziiglich der postoperativen

Nachbehandlung ergeben (Scheffler, 2010).

1.3.2 Biomechanische Eigenschaften

Eine entscheidende Voraussetzung, um die FEignung von autologen und allogenen
Transplantaten als Ersatz fiir das rupturierte VKB zu testen, ist die Ermittlung ihrer
biomechanischen Eigenschaften. Dafiir existieren eine Reihe von Parametern und deren

Bestimmungsmethoden:

o Steifigkeit — Ist das MaB fiir den Widerstand, den das VKB einer Zugkraft
entgegensetzt (Claes, 1983).

e Zyklische Elongation (creep) — Ist die Kraft, bei der es zu einer Dehnung durch
Mikrorupturen bis hin zur Ruptur kommt.

e Dehnungsunterschied (strain) — Dehnungsverhalten wihrend zyklischer
Belastungstests.

¢ FElongation — Irreversible Dehnung.

e Versagenslast — Dehnungskraft, bei der das VKB reif3t, bzw. aus der ossédren

Ankerung gerissen wird.

Die lineare Steifigkeit dokumentiert die reversible Ausdehnung des VKB, gemessen in mm,
auf Grund einer definierten Zugkraft, gemessen in N. Bei geringer Zugkraft (< 20 N) verlduft
die Kurve im Kraft-Dehnungs-Diagramm flach und nicht linear (geringe Steifigkeit). Bei
hoherer Zugkraft (ab 200 — 400 N) ist die Dehnung pro Krafteinwirkung geringer (hohe
Steifigkeit), aber konstant. Die Langendnderungen des Transplantates bleiben reversibel nach
Entlastung, da die Fasern parallel ausgerichtet werden ohne strukturell Schaden zu nehmen,
so dass deren Elastizitdt erhalten bleibt. Mit der Erfassung der Steifigkeit konnen parallel
dazu Zyklische Elongation und Dehnungsunterschiede der getesteten Transplantate bestimmt
werden, deren Erfassung eine Einschitzung iiber Elastizitdt und Rigiditidt ermdglichen. Erst
wenn die Zugkraft submaximale Werte (>1500 N) erreicht, kommt es zu nichtreversiblen
strukturellen Verdnderungen im Sinne von Faserrissen und letztendlich zur Ruptur des VKB
(Luciani, 2003). Sind diese submaximalen Kraftwirkungen erreicht, dehnt sich das VKB ohne
weitere Krafterhohung irreversibel aus (Elongation/Creep) und die Kraft — Dehnungs — Kurve

verlduft jetzt im Kraft- Dehnungs — Diagramm nahezu waagerecht. Die maximale
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Versagenslast dokumentiert die Krafteinwirkung, die zu einem Integrititsverlust des vorderen
Kreuzbandes oder seiner Ersatzplastik fithrt (Abb.5). Da diese kritische Krafteinwirkung
postoperativ nicht bei Rehabilitationsmalinahmen, sondern nur akzidentell auftritt, erfolgt die

Uberpriifung der Biomechanik im aussagekriftigeren submaximalen Bereich.
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Abbildung 5: Kraft-Strecke-Hysteresekurve beim Versagenstest (Gonnermann, 2009)

Das native VKB besitzt eine maximale Versagenskraft von ca. 2000 N, bei einer Steifigkeit
von 242 + 28 N/mm (Woo et al., 1997; Scheffler, 2002). Ahnliche biomechanische
Eigenschaften besitzen eine 10mm breite Patellarsehne (max. Versagenskraft 1784 + 580 N;
Steifigkeit 210 N/mm) und eine 4-fache Hamstringsehne (max. Versagenskraft 2422 + 538 N;
Steifigkeit 238 N/mm) (Wilson et al., 1999). Belastungen des humanen VKB sind nach
biomechanischen Messungen unter physiologische Bedingungen abhingig von der
Kniegelenksstellung und von der Art der Belastung. Die Zuglast beim Fahrradfahren betrégt
ca. 26 N, beim Gehen 178 N und beim Joggen 556 N (Noyes et al., 1984). Bei Flexion des
Kniegelenks bis 15° kommt es zu einer Dehnung des VKB von 1,1 mm und bei Flexion bis

45° von 2,6 mm (Beynnon et al., 1992). Im Hinblick auf die Auswahl von Transplantaten,
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deren Konservierung und fiir die Wertung von Sterilisationsverfahren besitzen Messungen der

biomechanischen Eigenschaften somit einen eminenten Stellenwert.

1.4 Anforderungen an die Herstellung von VKB-Allografts

Einleitend sei auf einige juristische Aspekte hingewiesen, die im Rahmen der Herstellung von
allogenen Gewebetransplantaten in Deutschland zu beachten sind. Fiir die postmortale
Entnahme von Geweben bedarf es der schriftlichen Einwilligung des miindigen und
volljahrigen Spenders zu Lebzeiten oder des bzw. der juristisch ndchsten Angehorigen nach
dem Tode. Die Entnahme selbst folgt den Vorgaben des TPG und der TPG-GewV und muss
unter Leitung eines qualifizierten Arztes gemal § 8d TPG stattfinden. Es bedarf des Weiteren
einer Gewebebank, der durch die zustidndige Landesbehdrde die Erlaubnis zur Entnahme und
Testung von Spendergewebe (§ 20b AMG) sowie zur Herstellung von Allografts (§20c AMG
oder § 13 AMG) erteilt wurde. Ein Qualitdtssicherungssystem gemal § 3 (3) AMWHYV muss
vorgehalten werden (u.a. qualifiziertes Personal, angemessene bauliche Voraussetzungen,
Einhaltung der guten fachlichen Praxis nach dem neuesten Stand der Wissenschaft). Des
Weiteren muss die Gewebeeinrichtung {iber Zulassungen gemidfl § 21 AMG oder
Genehmigungen gemdl} § 21a AMG verfiigen. Die Voraussetzungen zur gesetzeskonformen
Herstellung von Allografts sind somit sehr anspruchsvoll und nur von wenigen Einrichtungen

in Deutschland realisierbar.

1.4.1 Infektionsrisiko allogener muskuloskelettaler Gewebetransplantate

Eine der wesentlichsten Anforderungen an die Bereitstellung von Allografts fiir den
klinischen Einsatz ist die weitestgehende Reduktion des Infektionsrisikos. Aufgrund dessen,
dass das Ausgangsgewebe fiir die Herstellung der Allografts in der Regel von Verstorbenen
stammt, ist die Ubertragung von Viren, Bakterien und Pilzen grundsitzlich nicht
auszuschlieBen und gegeniiber Lebendspendern (z.B. Femurkdpfe) mit einem hoheren Risiko

verbunden (Anamneseerhebung, postmortale Keimbesiedlungen etc.).

1.4.1.1 Virusiibertragungen

Bisher wurden nur sehr wenige Ubertragungen durch klinisch relevante Viren beschrieben.
Eine Zusammenstellung der bisher beschriebenen Ubertragungen fiir muskulo-skelettales
Gewebe zeigt Tabelle 1. Bemerkenswert ist die Beobachtung, dass die berichteten

Virusiibertragungen bis auf eine Ausnahme (gewaschene Bone-Tendon-Bone-Transplantate)
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durch nicht prozessierte bzw. nicht inaktivierte Gewebe erfolgten. Bei Empfiangern von
Geweben desselben infektiosen Spenders, die prozessiert (mechanische Prédparationen,
Sptilungen zur Reinigung und Entfernung der Restblutmenge) und abschlieBend lyophilisiert
worden sind, wurden keine Infektionen festgestellt. Fiir die Infektionsiibertragung durch
unprozessierte bzw. nicht-inaktivierte Gewebe spricht auch ein Bericht von Marthy und
Richter, die HIV in gefrorenen Rippentransplantaten, die bei einem HIV-infizierten Patienten
zu Studienzwecken 44 Stunden postmortal entnommen wurden, nachweisen konnten (Marrthy

und Richter, 1998). Auch humanes HIV-2 blieb trotz Einfrier-/Auftauprozeduren in

allogenem Knochengewebe nachweisbar (Cook et al., 1995).

Tabelle 1: HIV-, HCV-, HBV-Ubertragungen durch muskuloskelettales Gewebe und Haut (Pruss,2008)

Virus | Jahr | Gewebe, das zur Ubertragung fiihrte Autor

HIV 1984 | 4 Knochentransplantate gefrierkonserviert, nicht sterilisiert, keine HIV- (Schratt et al.,
Testung; Anm.: 8 Transplantate desselben Spenders ohne Infektion der 1996)
Empfanger

HIV 1984 | 1 Knochentranspl. gefrierkonserviert, nicht sterilisiert, keine HIV-Testung (CDC, 1988)

HIV | 1985 | 3 Knochentransplantate gefrierkonserviert, nicht sterilisiert, Anm.: 25 (Simonds et
Transplantate desselben Spenders (Sehen, Bander, Knochen) nach Ethanol al., 1992)
und /oder Lyophilisation ohne Infektion der Empfanger

HIV | 1987 | 1 Hauttransplantat gefrierkonserviert, nicht sterilisiert, transplantiert bevor (Clarke,1987)
(positives) HIV-Test-Ergebnis vorlag

HIV | 1996 | 1 Femurkopftranspl. gefrierkonserviert, nicht sterilisiert, keine HIV-Testung | (Li et al.,

2001)

HCV | 1985 1 Knochentransplantat gefrierkonserviert, nicht sterilisiert, keine HCV- (Conrad et al.,
Testung 1992)

HCV | 1985 | 1 Femurkopf-Transplantat gefrierkonserviert, nicht sterilisiert, keine HCV- (Eggen und
Testung Nordbo, 1992)

HCV | 1986- | 2 Knochentransplantate gefrierkonserviert, nicht sterilisiert, keine HCV- (Pereira et al.,

1990 | Testung; Anm.: retrospektive Untersuchung, beide Empfinger 1993)
polytransfundiert, drei Knochentransplantate desselben Spenders fiithrten
nicht zur Infektion.

HCV | 2000 | 3 Bone-Tendon-Bone-Transplantate gefrierkonserviert, gewaschen, anti- (Tugwell et
HCV-negativ, keine HCV-NAT, 1 Tibialis anterior-Sehne kryokonserviert, al., 2005)
anti-HCV negativ, keine HCV-NAT, Anm.: 16 Knochentransplantate
desselben Spenders nach Prozessierung und Bestrahlung (16,4-19,7 kGy)
ohne Infektion der Empfianger

HBV | 1954 | 1 Knochentranspl. gefrierkonserviert, nicht sterilisiert, keine HBV-Testung | (Shutkin,1954)
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1.4.1.2 Ubertragungen von Bakterien

Die Ubertragung von nichtviralen Erregern durch allogene muskulo-skelettale Gewebe ist
ebenfalls beschrieben worden. Untersuchungen der CDC in US-amerikanischen
Gewebebanken zeigten, dass im Zeitraum 2000-2002 (ca. 2 Millionen muskulo-skelettale
Transplantationen) insgesamt 26 Patienten transplantatbedingte Infektionen erlitten (MM WR-
CDC, 2002). 13 von 26 Patienten wurden durch allogene Sehnen (8), Femurkondylen (2),
Spongiosa (2) und Menisci (1) mit Clostridium septicum bzw. Clostridium sordelli, infiziert.
Alle Gewebe waren zwar aseptisch entnommen, jedoch keinem terminalen Desinfektions-
bzw. Sterilisationsverfahren unterzogen worden. Weitere 11/26 Patienten waren mit
gramnegativen Bakterien infiziert worden, in zwei Fillen konnte der Erreger nicht eindeutig
ermittelt werden. Die {ibertragenen Transplantate waren zumeist frisch oder
gefrierkonserviert, in einem Fall auch gefriergetrocknet (CDC, 2002). Folglich sind bei
muskulo-skelettalen Geweben die Ubertragungen von Bakterien ebenfalls eine nicht zu
unterschiitzende Gefahr (Borden et al., 2001, Vangsness et al., 2003). Fille der Ubertragung
von pathogenen Bakterien gab es in der Vergangenheit zwar selten, vereinzelte Félle wurden
aber dokumentiert. So berichteten Kainer et al. (2004) iiber Infektionen nach Transplantation
allogener muskulo-skelettaler Grafts durch Clostridien und andere, sporenbildende Bakterien
(grampositive Stidbchen/B. anthracis) Insofern ist es trotz des quantitativ geringen Risikos
einer Infektionsiibetragung notwendig, geeignete Inaktivierungsverfahren bei der Herstellung

muskulo-skelettaler Gewebe zu etablieren.

1.4.2 Sterilisationsverfahren fiir muskuloskelettale Allografts

Unter Beachtung aller gegenwiértig zur Verfiigung stehenden priaventiven Verfahren, besteht
ohne zusitzliche Sterilisation der Allografts ein geringes Infektionsrisiko fiir den Rezipienten
(Buck et al., 1989). In den USA wird dieses Restrisiko als so gering ein-geschétzt, dass die
national zustidndige Behorde (FDA) fiir muskuloskelettale Allografts keine zusitzlichen
viruziden Sterilisationsverfahren fordert, diese aber grundsétzlich empfiehlt. In Deutschland
sollte das  Spendergewebe, sowie biologisch  vertretbar, einem  geeigneten
Sterilisationsverfahren unterzogen werden, da es als Arzneimittel eingestuft ist und im
Regelfall elektiv eingesetzt wird (Hiibner et al., 2009). Gegenwértig stehen in Deutschland
mehrere Sterilisationsverfahren zur Verfligung, die den rechtlichen Auflagen aus Sicht der

Inaktivierungskapazitit Rechnung tragen
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1.4.2.1 Peressigsiure-Ethanol (PES)

Das kostengiinstige PES—Unterdruckverfahren (PES-Sterilisation) hat sich zu einem
etablierten Sterilisationsverfahren fiir allogene Knochentransplantate mit einem sicheren
antibakteriellen, antimykotischen und antiviralen Schutz entwickelt (Sprossig und Miicke,
1969; Starke et al., 1984; v. Versen und Starke, 1989; Roberts et al., 1991). Uberzeugende in
vitro Ergebnisse liber die viruzide und antibakterielle Wirkung dieses chemisch wirksamen
Verfahrens liegen nach Anwendung bei allogenen Knochenpriparate unter Konservierungs-
und Gewebebankbedingungen vor (Pruss et al., 2001b; 2003). In jiingster Zeit wurde diese
Technik auch fiir den allogenen Herzklappenersatz erfolgreich eingesetzt (Farrington et al.,
2002).Der antimikrobielle Schutz hat sich auch nach Anwendung bei Haut- und
Knorpelpriaparaten bestitigt (Scheffler et al., 2005/2007). Dem Sterilisationsprozess mit PES
geht eine Reduktion der Immunogenitdt durch Entfernung von hoch immunogenem Gewebe
und Blut voraus. Hierbei wird das zu sterilisierende Gewebe primédr unter hohem Druck von
Fett und Blut mit sterilem Wasser gereinigt sowie in einer Losung aus Chloroform und
Methanol abschlieend entfettet. Nach Entfernung des Chloroforms wird die eigentliche
Sterilisation unter niedrigem Druck (200 mbar) durchgefiihrt. Die entfetteten Transplantate
werden hierfiir mit Peressigsdurelosung bedeckt, die den Zelltod moglicher Erreger bewirkt
(Gonnermann, 2009). Die bakterizide, fungizide, sporizide und Viren abtdtende Wirkung
beruht darauf, dass lipidlosliche PES- Molekiile die Zellmembran von Mikroorganismen
passieren konnen und intrazellulir von Enzymen Sauerstoff abspalten. Bevorzugt werden
zelluldre Strukturen mit S-H —und S-S — Gruppen. PES erreicht eine effiziente Abreicherung
fiir klinisch relevante Viren von > 4log;o (TCIDso /ml) und fiir Bakterien, Sporen und Pilze
von > 5 logjo (cfu/ml) (Pruss et al., 2003). Untersuchungen iiber die Beeinflussung von PES
auf Histologie, Struktur, Biomechanik und Remodeling von BPTB — Pridparaten haben
differenzierte Ergebnisse gezeigt. Die PES—Sterilisation fiihrt nicht zu zytotoxischen und
inflammatorischen Verdnderungen an BPTB—Grafts (Lomas et al., 2004). Erste in vitro
Untersuchungen zum Einfluss der PES auf biomechanischen Eigenschaften an BPTB-
Praparaten haben nachgewiesen, dass die initiale Biomechanik von BPTB-Grafts nicht
negativ beeinflusst wird (Scheffler et al., 2005; 2007). Entgegen der Resultate von in vitro
Studien zeigten die Untersuchungen von Gonnermann et al an einem in vivo Modell beim
Schaf, dass die PES—Sterilisation in der Frithphase nach der Implantation zu einer

Verzogerung des Remodelings und zu einer deutlichen Beeintrichtigung der
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biomechanischen Eigenschaften der allogenen Sehnen fiihrt, so dass dieses Verfahren fiir die
Sterilisation allogener VKB-Spendersehnen gegenwértig kritisch betrachtet wird

(Gonnermann, 2009).

1.4.2.2 Thermodesinfektion

Dieses Verfahren ist derzeit nur fiir die Behandlung allogener Femurkopftransplantate
validiert (Pruss et al., 2003) und besitzt in Deutschland eine Genehmigung nach § 21a AMG.
Da dieses Verfahren auf einem Thermoinaktivierungsschritt (> 82,5°C fiir mindestens 15

Minuten) beruht, ist es fiir die Behandlung von kollagenem Weichgewebe nicht anwendbar.

1.4.2.3 Tutoplast®-Sterilistion

Dieses von der Firma Tutogen Medical GmbH (Neunkirchen am Brand, Deutschland)
entwickelte Verfahren beinhaltet eine Kombination einer chemischen Behandlung von
Spendersehnen mit einer Gammabestrahlung (15 kGy). Es wurde initial fiir die Sterilisation
von Knochen entwickelt, fand schlieBlich aber auch Einsatz in der Behandlung von
Sehnentransplantaten. Dabei wurde eine gravierend erhdhte Versagerrate der VKB
Rekonstruktionen, vor allem in Patientengruppen mit hohem Aktivititsniveau, festgestellt
(Gorschewsky, 2002, 2005). Daher findet dieses Verfahren zur Sterilisation von Transplanten

fiir die Kreuzbandchirurgie kaum mehr Verwendung.

1.4.2.4 Bestrahlung

Weltweit am haufigsten angewendet und verbreitet fiir die Sterilisation von allogenem
Gewebe ist die Bestrahlung. Der Mechanismus der Erregerabtotung besteht darin, dass
bestrahltes Gewebe die Energie des Elektronenstrahls absorbiert und diese Energieaufnahme
die DNA-/RNA-Ketten von Mikroorganismen direkt, bzw. indirekt durch die Bildung von
Hydroxylradikalen (*OH), insbesondere in Gegenwart von H,O, zerstort. Es gibt zwei
wesentliche Formen der Bestrahlung von Geweben: Die Gamma und die E-Beam
Bestrahlung. Vor mehr als 50 Jahren wurde erstmals iiber eine Gammabestrahlung allogener
Knochentransplantate berichtet (Turner et al., 1956; DeVries et al., 1958; Basset und Packard,
1959). Beziiglich der Bestrahlungsdosen unterscheidet man zwischen Niedrig- (15 kGy) und
Hochdosierung (> 25 kGy). Wihrend Niedrigdosen einen sichere Abtotung bakterieller
Erreger garantieren (Halls, 1992; Dziedzic-Goclawska et al., 1997/2005), lassen sich Viren,
insbesondere HIV-1, HIV-2, Hepatitis — B und C nur nach einer Hochdosis — Bestrahlung von
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mehr als 25 kGy inaktivieren (Pruss et al., 2002a). Die Sicherheit, mit der jede Form von
ionisierender Strahlung alle im Gewebe vorhandenen Mikroorganismen abtotet, ist abhingig
von der Strahlungsenergie, dem Grad der initialen Keimbesiedlung (,,.bioburden®), der
Widerstandsfahigkeit der Keime und der Temperatur der Préparate. Die Sicherheit der
Keimreduktion in allogenen Gewebepréiparaten wird mit dem sterility assurance level (SAL)

oder mit dem Dezimalen Reduktionswert (Do) angegeben (Russell, 1999).

Der SAL benennt, die nach der Sterilisation wahrscheinliche Zahl noch vorhandener
pathogener Keime und definiert somit die Menge an Pathogenen, die nach einer Sterilisation
noch im Gewebe zu erwarten sein diirfen. Dabei wird immer von einem worse case bioburden
ausgegangen. SAL 10 beinhaltet die Aussage, dass nach der Sterilisation weniger als 1
pathogener Keim im bestrahlten Gewebe vorhanden ist. In den USA werden 25 kGy
empfohlen (IAEA, 2004). Der Sicherheitsgrad, mit der eine bestimmte Keimreduktion erfolgt,
wird mit dem Dezimalen Reduktionswert (Djo) angegeben. Bei Anwendung von
Strahlensterilisation wird der D;o—Wert in kGy angegeben und impliziert die Strahlendosis,
die erforderlich ist, um die initiale Mikropopulation um 90% (1 log-1oTCID50/ml) zu
reduzieren. Einen wesentlichen Einfluss auf den D;c—Wert hat die Temperatur der
Gewebepriparate wihrend der Sterilisation. Bei Raumtemperatur wird der Djo — Wert fiir
HIV-Viren mit 7,2 kGy y — Strahlung erreicht, wihrend bei -80 °C 8,3 kGy erforderlich sind
(Hernigou et al., 2000). Um eine Reduktion der initialen viralen Mikropopulation von 4 log-1o
zu erreichen (Empfehlung in Deutschland), miisste die Strahlendosis somit bei
Raumtemperatur 28,8 und bei -80 °C 33,2 kGy betragen. Hiemstra et al. konnten zeigen, dass
eine Reduktion des Virustiters (HIV) um 5-6 log.;o bei Bestrahlungsdosen von 50 — 100 kGy
in frisch gefrorenen Priparaten (-80 °C) erreicht wird (Hiemstra et al., 1991). Pruss et al
(2002a) wiesen in einer umfangreichen Studie an 3 behiillten und 3 unbehiillten Viren nach,
dass eine Virusreduktion um 4 log;o TCIDs, eine Bestrahlungsdosis von 34 kGy erfordern. In
Tabelle 2 sind die ermittelten D;p-Werte von Pruss et al (2002a), Garcia et al (1987)

Hiemstra et al (1991) und Hernigou et al (2000) fiir verschiedene Erregerarten erfasst:
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Tabelle 2: D,-Werte (kGy) fiir eminent-pathogene Viren, Bakterien und Pilze

Mikroorganismus D,-Werte
Bovines Parvovirus 7,30
HIV-1 7,20
Hepatitis A Virus 5,30
Herpesvirus-3 5,30
Bovines Virus Diarrhoe-Virus <3,00
Streptococcus faecium 2,80
Clostridium sporogenes 1,60
Candida cruset 1,16
Salmonella spp 1,10
Bacillus subtilis 0,60
Escherichia coli 0,31
Enterobacter spp 0,31
Campylobacter jejuni 0,23
Staphylococcus aureus 0,20
Pseudomonas aeruginosa 0,16
Aspergillus niger 0,04

1.4.2.4.1 Gammastrahlen-Sterilisation

Gammastrahlung ist eine besonders durchdringende, elektromagnetische Strahlung die beim

Zerfall der Atomkerne vieler natiirlich vorkommender oder kiinstlich erzeugter radioaktiver

Nuklide entsteht (Abb.6).
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Abbildung 6: Prinzip der Freisetzung von Gammastrahlen (Gamma Service Radeberg)
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Aus einer Qualitdtssicherungsanalyse der Gewebebank in Warschau, Polen, an 250.000,
zwischen 1963 und 2005 mit 35 kGy gammasterilisierten allogenen und xenogenen
Gewebepriparaten geht hervor, dass es in dieser Zeit keine Empfangerinfektion gegeben hat
(Dziedzic-Goclawska, 2005). In diesem Zusammenhang ist interessant, dass eines der
resistentesten Virus, das Bovine Parvovirus, bei tiefgefrorenen Knochentransplantaten eine y
— Strahlendosis von 34 kGy zur Reduktion um 4 logl10-Stufen (TCID50/ml) erforderte (Pruss
et al., 2002a). Fiir den Einsatz der Gammasterilisation bei allogenen Knochen — Sehnen—
Transplantaten ist die mogliche Schidigung der kollagenen Grundstruktur dieser Gewebe von
eminenter Bedeutung. Dabei spielt die Vorbehandlung und Konservierung der

Sehnenpréparate eine wichtige Rolle.

In einer Studie mit Gammabestrahlung von Achillessehnen vom Kalb wurde das Dosis-
abhingige Auftreten von Kollagenfragmenten an frischen und lyophilisierten
Sehnenprédparaten untersucht. Wéhrend unbestrahlte Kontrollen und frische, mit 25 kGy
bestrahlte Sehnen 1,07 % bzw. 0,75 % Kollagenfragmente aufwiesen, hatten die
lyophilisierten Sehnen bei dieser Dosis einen Anteil von 3,98 %. Dieser Anteil betrug bei
Bestrahlung mit 35 kGy in frischen Sehnen 1,72 % und nach Lyophilisierung 5,46 %
(Dziedzic—Goclawska, 2000). Insofern ist davon auszugehen, dass die Bestrahlung von
lyophilisiertem Gewebe zu hoheren Strahlenschdden fiihrt. Die gegenwirtige rechtliche
Situation in Deutschland verlangt fiir die Anwendung der Gamma Bestrahlung vor dem
klinischen Einsatz eine sichere Infektionsprophylaxe fiir den Empfianger allogener
Gewebspriparate. Fiir die Gammasterilisation bedeutet das unter der Zielstellung der

Virussicherheit eine Dosis von > 30 kGy.

Da bei einer Bestrahlung von allogenem Sehnengewebe mit 30 kGy in vitro eine deutliche
Beeintriachtigung der biomechanischen Eigenschaften von allogenen Sehnengrafts festgestellt
wurde (Rasmussen et al.,1994; Fideler et al., 1994) und nach klinischem Einsatz derart
vorbehandelter Transplantate eine inakzeptable Versagerquote auftrat (Rappe et al., 2007; Sun
et al., 2009), ist dieses Sterilisationsverfahren in der geforderten Dosierung fiir den klinischen

Einsatz obsolet.
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1.4.2.4.2 Elektronenstrahlen-Sterilisation

Im Gegensatz zur Gammastrahlung (elektromagnetische Wellen) ist die Elektronen-
Strahlung (E-Beam) eine Partikelstrahlung. Zur Erzeugung von Elektronenstrahlen in
Linearbeschleunigern wird keine radioaktive Quelle benutzt, sondern durch Erhitzung einer
Glithkathode werden freie Elektronen erzeugt (Elektronenkanone). Diese Elektronen werden
durch eine angelegte hohe Spannung beschleunigt, wobei der Elektronenstrahl pulsformig
oder kontinuierlich abgegeben wird. Die Elektronen werden zu einem Strahl fokussiert und
auf das zu sterilisierende Praparat gelenkt. Um einen Schutz vor induzierter Radioaktivitit
sicherzustellen, wird die angewendete Energie auf maximal 10 MeV beschrinkt. Ein Nachteil
der Elektronenstrahlung ist eine, im Vergleich zur von Radionukliden erzeugten
Gammastrahlen, geringere Tiefenwirkung. Diese ist abhdngig von der applizierten Energie
sowie der Struktur und Dichte des zu bestrahlenden Produktes. Bei einer Dichte entsprechend
der von Wasser (1g/cm’) sollte die maximale Dicke des Produktes bei einer Bestrahlung von
2 Seiten 8 cm nicht lberschreiten (Dziedzic-Goclawska, 2005). Demnach betrigt die
Eindringtiefe von Elektronen eines Beschleunigers mit einer Energie von 20 MeV in Wasser
etwa 10 cm. Danach sind praktisch alle Elektronen absorbiert. Elektronen geringerer Energie,
also z.B. von 1 MeV, wiirden durch 0,5 cm Wasser absorbiert sein. In anderem Material als
Wasser bzw. Gewebe gilt diese "Energiehalbierungsregel" nicht. In Blei beispielsweise
betragt die Reichweite von Elektronen mit einer Energie von 20 MeV rund 10 mm
(http://www.onmeda.de/lexika/strahlenmedizin/compton_effekt-reichweite-von  elektronen-
4762-8.html). Die Elektronstrahlsterilisation erfordert die gleichzeitige Steuerung von
Stromstirke, Abtastbreite, Energie des Strahls und die Geschwindigkeit, mit der das Material
unter dem Strahl transportiert wird. Letzteres kontrolliert ein im Gerdtesystem vorhandener
Feedback-Mechanismus. Vorteile gegeniiber der Gammasterilisation sind eine geringere
Expositionszeit von Minuten fiir E-Beam gegeniiber Stunden fiir Gamma und die bei
Gammastrahlen vorkommende Dosisabweichung ist minimiert. In einer Vergleichsstudie mit
50 kGy Gamma- und E-Beam-Bestrahlung der Achillessehne von Kaninchen unter Protektion
mit Radikalfangern (Mannitol, Ascorbinsdure, Riboflavin) zeigte die Versuchsgruppe mit E-
Beam-Bestrahlung und Riboflavinprotektion gegeniiber der Gammabestrahlung eine
geringere Beeintridchtigung der Biomechanik (Seto et al., 2008). Daraus resultierte die

wissenschaftliche Fragestellung, ob nach E-Beam-Sterilisation hinsichtlich der Biomechanik

21



Einleitung Biomechanik nach Bestrahlung von Sehnentransplantaten

von allogenen BPTB-Transplantate  bessere  Resultate  resultieren, als nach

Gammabestrahlung.

1.5 Ziel der Untersuchungen

Eine Reihe von Studien haben gezeigt, dass es bei Sterilisation mit Gamma Bestrahlung in
Dosierungen von 10 bis 50 kGy eine Dosis-Wirkungs-Abhédngigkeit hinsichtlich der
negativen Beeinflussung biomechanischer Eigenschaften von allogenen Sehnentransplantaten
gibt (Gibbons et al., 1991; Anderson et al., 1992; Rasmussen et al., 1994; Salehpour et al.,
1995; Fideler et al., 1995; Currey et al.,1997; Yusof, 2000). Da keine vergleichbaren
Untersuchungsergebnisse tiber die Dosis-Wirkungs-Abhdngigkeit der E-Beam-Sterilisation an
BPTB-Transplantate in der Literatur beschrieben sind, war es das Ziel der vorliegenden

Arbeit, folgende experimentelle Untersuchung durchzufiihren:

e Analyse der Auswirkung von E-Beam-Sterilisation unter Gewebeprotektion auf die
biomechanischen  Eigenschaften von humanen BPTB-Transplantaten mit
unterschiedlichen Dosierungen zwischen 15 und 34 kGy.

e Vergleich der Wirkung von E-Beam— wund Gammasterilisation auf die
biomechanischen Eigenschaften dieser Allografts.

e Optimierung der E-Beam-Sterilisation durch fraktionierte Dosierung mit dem Ziel, die
biomechanische Beeintrachtigung auch bei einer Dosierung von 34 kGy zu
minimieren.

e In-vivo-Uberpriifung der Auswirkung der High Dose E-Beam-Sterilisation auf das
frithe ,,Ligamentisierungs--Remodeling* -Verhalten allogener Sehnentransplantate im

Tierversuch.

1.6 Problemstellung und Hypothesen

In Deutschland unterliegen allogene Sehnen-Knochen-Transplantate dem Arzneimittelgesetz
und der Gesetzgeber fordert eine sichere Abtétung von Viren, Bakterien, Pilzen und Sporen.
Bakterielle Krankheitserreger und Pilze konnen mit einer Gammabestrahlung in einer
Dosierung von 15 kGy sicher abgetotet werden (Dziedzic-Goclawska et al., 2005). Diese
Niedrigdosis beeinflusst die biomechanischen Eigenschaften von BPTB—Grafts kaum (Fideler
et al., 1995). Dagegen werden Viren in dieser Dosierung nicht sicher eliminiert. Die

Hochdosis-Gammabestrahlung in einer Dosierung von > 30 kGy wirde, unter
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Beriicksichtigung des jeweiligen bioburdens, zu einer effizienten Abreicherung von
Mikroorganismen inklusive Viren fiihren. Jedoch erzeugt diese Dosis auch erhebliche
Schiden an den Geweben, die in einer Reduktion der biomechanischen Eigenschaften
resultiert. Moglichkeiten zur Verminderung dieser schiadigenden Wirkung der Bestrahlung auf
das Gewebe bestehen in der Zugabe von Radikalfingern. Grieb et al zeigten, dass die
schidigende Wirkung von Gamma Bestrahlung auf Bone-Grafts durch die Zugabe von
antioxidativem Ascorbat und Gefriertrocknung deutlich reduziert werden konnte (Grieb et al.
2005). In einer Folgearbeit wiesen die Autoren nach, dass trotz Zugabe potenter
Radikalfanger (Propylenglykol und DMSO) mit Schonung der Gewebeeigenschaften eine
hinreichende Abreicherung von Viren und Bakterien an BPTB-Grafts erzielt werden konnte.
Die Ergebnisse wurden patentiert und sind heutzutage als sog. CLEARANT-Verfahren (Grieb
et al., 2006) kommerziell verfiigbar. SchlieBlich zeigte eine weitere Studie, dass auch bei
Zugabe von CO, zum Sauerstoffausschluss eine signifikante Reduktion der Radikale eintritt
(Klose et al., 2006). Insofern ist zu priifen, ob die Anwendung von E-Beam bei -80 °C und
Inokulation von CO, als Radikalfdnger eine geeignete Bestrahlungsform zur Sterilisation von

Sehnentransplantaten darstellen konnte.

Dabei existieren bisher nur wenige in vitro Untersuchungen und keine in vivo Studien, die
den Einfluss des E-Beam Sterilisationsverfahrens auf die biomechanischen Eigenschaften
freier allogener Sehnentransplantate als VKB-Ersatz untersucht haben. Mit der E-Beam
Sterilisation, deren antimikrobieller Mechanismus der Gammabestrahlung gleicht, konnte eine
alternative Technologie fiir die sichere Sterilisation allogener Gewebetransplantate geschaffen
werden.  Fiir  humane  allogene @ BPTB-Transplantate  liegen  bisher  keine
Untersuchungsergebnisse vor. Fiir die hier vorliegenden Untersuchungen und Ergebnisse

wurden folgende Hypothesen postuliert:

¢ Die biomechanischen Eigenschaften von Sehnengewebe werden in-vitro durch die E-
Beam-Sterilisation mit Strahlendosen von 15, 25, 34 kGy gegeniiber nicht bestrahltem
Gewebe dosisabhingig beeinflusst.

e Die beeintrachtigende Wirkung auf die biologischen Eigenschaften ist bei Einsatz von

E-Beam geringer als bei Gammabestrahlung.
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e Bei Verwendung eines Radikalfingers (CO;) und unter Transplantatkon-servierung
von -80° C wihrend der Bestrahlung, ist die Beeintrachtigung der Biomechanik
vermindert.

e Bei fraktionierter E-Beam-Sterilisation in einer Dosierung von 34 kGy ist die
biomechanische Beeintrichtigung im Vergleich zur herkommlichen E-Beam- und

Gammabestrahlung in derselben Dosierung signifikant geringer.
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2. Material und Methoden

2.1 Sehnentransplantate

In dieser Studie wurden zur biomechanischen Testung 146 frische humane Patellarsehnen
nativ, bzw. nach Behandlung mit energiereichen Elektronen- und Co-60 Gammastrahlung
verwendet (Abb.9). Das Material wurde von verstorbenen Spendern entsprechend der
Vorgaben des Transplantationsgesetzes, der Vorschriften des Deutschen Instituts fiir Zell- und
Gewebeersatz, Berlin (DIZG) und der Gewebebank der Charité - Universitditsmedizin in
Berlin innerhalb von 36h postmortem entnommen, bei - 20 °C in luftdicht verschlossenen
Plastikbeuteln tiefgefroren und vor Pridparation bei Raumtemperatur aufgetaut. Das
Durchschnittsalter der Gewebespender (n=39) lag bei 56,9 Jahren, davon waren 21 ménnlich

und 18 weiblich.

Zur Priparation der Sehnen wurden nach dem Auftauen der Kniegelenke die Muskeln und
restliches Weichteilgewebe entfernt und nach Freilegung die Sehnen gewonnen. Wéahrend des
Auftauens und der Praparation wurden die Sehnen mit in physiologischer Kochsalzlosung
befeuchteten Kompressen umwickelt, um sie vor Austrocknung zu schiitzen. Das BPTB-
Transplantat enthielt als kndchernen Block einen medialen Anteil der Patella und einen
Knochenblock aus dem Bereich der Tuberositas tibiae. Soweit es nach den anatomischen
Vorgaben der BPTB-Transplantate moglich war, wurde jedes Band vertikal in 2 gleich grof3e
Transplantate geteilt (Abb. 7).

Abbildung 7: Humanes BPTB-Préparat nach Entnahme und Aufbereitung fiir Sterilisation
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Damit war die Entnahme von 4 Transplantaten pro Spender moglich. Die Sehnenbreite der
entnommenen humanen BPTB-Transplantate betrug 10 mm und die Liange ca. 45 mm). Um
die Knochenblocke exakt ausschneiden zu koénnen und eine Sehnenbreite von 10 mm zu
erhalten wurde eine Knochensige verwendet (Fa. Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland).
Die Sehnentransplantate wurden anschlieend in geschlossenen Plastiktiiten bei - 20 °C bis
zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt. Zur Strahlensterilisation wurde jedes der gefrorenen
BPTB-Transplantate im DIZG in einen, aus Polyethylen hergestellten Beutel (17,5 x 13,5 x 2
cm) platziert. In diesen wurde zur Sauerstoffverdringung CO, (Linde Gas Therapeutics
GmbH & CO.KG) ecingeleitet, wobei iiber einen Abfluss ein Abzug des vorhandenen
Sauerstoffs moglich war. So konnte ein maximaler Sauerstoffrestgehalt von 0,05% im
Verpackungsbeutel erreicht werden (Abb. 8). Die Kalibierung der CO,- Inertisierung erfolgte
mit einem Carbo-Zirox-0,-Monitor (ZIROX-SGM4, Haffmans, Niederlande) mit folgenden
Parametern: Spiilvolumen 472,5 cm’, dafiir wurden 2 Messungen bei < 0,5 bar, 5 Messungen
bei 0,5 bar und 2 Messungen bei 1,0 bar durchgefiihrt. (Abb. 9). Desweiteren erfolgte sowohl
der Transport als auch die Bestrahlung auf Trockeneis bei - 70° C.

BPTE- Transplantate f = — O,

Polyetyrol-Boxen

Trockeneis

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Verpackung nach Fiillung mit CO,
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Inertisierung mit Kohlendioxid
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Abbildung 9: Inertisierung mit Kohlendioxid

Die Zuordnung der BPTB-Transplantate zu den jeweiligen Untersuchungsserien
(Randomisierung) erfolgte mit der Software ,,Stata for Windows* (Stata. Corp. College
Station, Texas, USA), nach der die zugewiesenen BlockgroBen dem Zufallsprinzip
unterliegen. Um statistisch gesicherte Aussagen zu den postulierten Hypothesen und Zielen
vornehmen zu konnen, wurden folgende 4 in vitro Studien und eine tierexperimentelle Studie

durchgefiihrt.

2.2 Studiengruppen

Die paarigen BPTB-Transplantate wurden auf vier unterschiedliche in vitro Studiengruppe
verteilt (Abb. 9). Die Gruppe 1 beschiftigt sich mit der Untersuchung des Einflusses
verschiedener Elektronbeam-Strahlendosen auf die biomechanischen Eigenschaften der
BPTB-Transplantate und diente der Dosisfindung. Gruppe 2 und Gruppe 3 dienten der
Untersuchungen des Einflusses einer mittleren (25 kGy) sowie einer hohen (34 kGy) Gamma-
bzw. Elektronenbestrahlung im direkten Vergleich. Gruppe 4 beschiftigt sich mit der
Optimierung der Bestrahlungsmethode durch Fraktionierung der Gesamtdosis von (34 kGy).
Die Bestrahlung erfolgte in diesem Fall {iber 10 Einzelbestrahlungsdosen jeweils mit (3,4
kGy). Eine Transplantation von allogenen Flexorsehnen, die mittels einer hohen Dosis

Elektronbeam (34 kGy) sterilisiert wurden, erfolgte zur Bewertung der untersuchten
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Sterilisationsmethode auf der biomechanischen Eigenschaften der Transplantate wihrend des

frithen Remodelings im Tiermodell.

Dosisfindung Optimierung
i Dosis Art n
Dosis | Am | n :
0 Nativ | 8 || Epeamvs. Gamma | | Ebeamvs. Gamma 0 Nativ | 11
*
15 |Ebeam | 8 |[ Dosis | At | n | Doss | An | n || |EPeam” |11
25 |Ebeam |8 || 0 | Natv [10][ o [ Natv [10][ 34 |EPeam’ |11
34 |Ebeam | 8 || 15 | Ebeam [10|| 34 | Ebeam [10|[ 34 | Gamma |1l
25 | Ebeam |10|| 34 |Gamma |10| *fraktionicrtc Dosis
25 | Gamma | 10 + Einzel Dosis

Abbildung 10: In-vitro-Untersuchungsgruppen

2.3 Bestrahlung der BPTB-Transplantate

Die Bestrahlung der konservierten BPTB-Transplantate erfolgte in den Rdumlichkeiten der
Gamma-Service Produktbestrahlung GmbH (Radeberg, Deutschland), wobei der Prédparate-
Transport in mit Trockeneis geflillten Polystyrol-Boxen bei ca. — 70 °C erfolgte. Der
Sterilisationsprozess wurde durchgingig in Bezug auf die absorbierte Dosis kontrolliert. Die
Ergebnisse der Alanin-ESR-Dosimetrie wurden in Messprotokollen dokumentiert. Die

durchschnittliche Abweichung der festgelegten Dosierung lag bei + 1,65 KGy. Die

Bestrahlung erfolgte jeweils in der gekiihlten Transportbox (Abb. 8), separat an zwei
Bestrahlungsanlagen. Die Bestrahlung mit Gammastrahlen und mit hochenergetischen
Elektronen (E-Beam) unterscheidet sich in folgender Besonderheiten (Gamma-Service

Produktbestrahlung GmbH):
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Eigenschaften der Bestrahlungsarten

Gamma-Bestrahlung Elektronen-Bestrahlung

e Parametrische Freigabe ohne Wartezeit e ,0On-Way“-Verfahren

e Geringe Energielibertragung e Hohe Energielibertragung

e Lange Bestrahlungszeiten e Kurze Bestrahlungszeiten

e Geringe absolute Temperaturerh6hung e Sprunghafte und grolRe absolute
e Langsame Reaktionsgeschwindigkeit Temperaturerh6hung

e Deutliche Diffusionsprozesse ¢ Hohe Reaktionsgeschwindigkeit
e Sauerstoffoxidation e Geringe Diffusionsprozesse

e Geruchsbelastigung und Verfarbung e Geringe Sauerstoffoxidation

e Hohe Materialdurchdringung e Verminderte Geruchsbeldstigung
o GroRe Produkte e Begrenzte Materialdurchdringung
e Vollstandige Palettenware e Meist kleinere Produkte

e Grolle Materialdicke und hohe Dichte e Kartonware, Einzelstiicke

2.3.1 Gammabestrahlung

Fiir die Gammabestrahlung wurde die Anlage GS 3000 benutzt. Die Gammabestrahlung wird
technisch dadurch erreicht, dass man das zu behandelnde Material den Gammaquanten
aussetzt, die beim radioaktiven Zerfall von Cobalt-60 entstehen. Das zu bestrahlende Material
wird dabei mit einem geeigneten Transportsystem durch den Bestrahlungsraum gefiihrt, der
aus Strahlenschutzgriinden abgeschirmt ist. Das Funktionsprinzip der Anlage ist in Abb. 11
schematisch dargestellt. Um die in den Versuchsansitzen bendétigten Strahlungsdosen
zwischen 15 bis 34 kGy zu erreichen, waren Bestrahlungszeiten von mehreren Stunden

erforderlich.
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Aufbau der Bestrahlungsanlage (schematisch)

Seitenansicht

la Quellenkorbe in
Arbeitsposition im
Bestrahlungs—raum

1b Quellenkdrbe in Ruheposition
im Quellenbecken

2 Quellenbecken (wassergefiillt)

3 Bestrahlungsgut

4 Bestrahlungsbehélter

5 Transportsystem mit
Platzwechsel—einrichtung

6 Hebevorrichtung fiir Quellen

7  Strahlenschutz-Abschirmung

8 Produktzufuhr- und
Produktabfuhrlabyrinth
9 Sicherheitssystem

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Anlage GS 3000
Quelle: Gamma-Service Produktbestrahlung GmbH

2.3.2 10-MeV-Elektronenbestrahlung (E-Beam)

Fiir die Bestrahlung mit 10 MeV-Elektronen wurde die Elektronenbestrahlungsanlage GSE 80
verwendet. Die Elektronenbestrahlung wird technisch dadurch erreicht, dass man das zu
behandelnde Material den hochenergetischen Elektronen aussetzt, die durch einen
entsprechenden Elektronenbeschleuniger (Rodotron TT300) erzeugt werden. Dieses Material
wird auch hier wieder mit einem geeigneten Transportsystem durch den Bestrahlungsraum
gefiihrt, der aus Strahlenschutzgriinden abgeschirmt ist. Das Funktionsprinzip der Anlage ist
in Abb. 12 schematisch dargestellt. Um die in den Versuchsansidtzen bendtigten
Strahlungsdosen zwischen 15 bis 34 kGy zu erreichen, sind Bestrahlungszeiten von Minuten
erforderlich. Fiir die Wirksamkeit der Elektronenbestrahlung ist es zwingend erforderlich,

dass die vorgegebenen maximalen Schichtdicken des Gewebes eingehalten werden.

30



Material und Methoden Biomechanik nach Bestrahlung von Sehnentransplantaten

Aufbau der Bestrahlungsanlage (schematisch)

GSE 80 Seitenansicht
8
[ ]
v 1
[
—
I_I . 1 Elektronenbeschleuniger
TT 300
X } 2 Energieversorgung
3 Steuerung
4 Scanner-System
T T 5 Produktzufuhr
[ 6 Produktabfuhr
""""""""""""""" 7 Technologische Einrichtung
fiir Produktbestrahlung
8 Abschirmung
9 Sicherheitssystem

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Anlage GSE 80
(Quelle: Gamma-Service Produktbestrahlung GmbH)

2.4 Methodik der biomechanischen Untersuchungen

Nach der Sterilisation wurden die BPTB-Transplantate bis zur Durchfithrung der
biochemischen Untersuchungen bei -80°C fiir eine Woche gelagert. Vor Beginn der
Testreihen wurden die Proben aus der Tiefkiihltruhe genommen und bei Raumtemperatur
aufgetaut. Wahrend des Auftauens, der Priaparation und Versuchsautbaus wurden die Proben
in mit physiologischer Kochsalzlosung befeuchteten Kompressen gewickelt, um eine
Dehydratation des Sehnengewebes zu verhindern. Die biomechanischen Tests an den BPTB-
Transplantaten erfolgten mit einer Materialpriifmaschine (Modell 1455, Zwick GmbH & Co.
KG, Ulm, Deutschland). Der Testaufbau bestand aus der Materialpriifmaschine zur
Applikation der Priifkraft, dem eigentlichen Sehnenpriifstand, in dem die Préparate montiert

wurden und einem optischen System zur Messung der resultierenden Bewegung der Sehne

(Abb. 13).
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e

Abbildung 13: Zwick-Materialpriifmaschine Typ 1455 u. Aufbau der optischen Kameras

2.4.1 Einbettungen der Sehnentransplantate

Die Einbettung der BPTB-Transplantate diente der Fixierung der Knochenblocke, damit eine
Bewegung nur noch in den zu testenden Sehnen moglich war. Die Eingusstépfe wurden vor
der Einbettung mit Vaseline gefettet, um ein Anheften der Beracryl-Préparat-Verbindungen
im Einbettungstopfchen und damit eine mogliche Schiddigung der Préparate beim Entfernen
zu vermeiden. Als Einbettmedium wurde Polymethyl-methacrylat (PMMA, Technovit 3040;
Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim/Ts, Deutschland), ein aus zwei Komponenten bestehender,
schnell hédrtender Kunststoff, verwendet. Zur Fixation wurde in einem separaten Messbecher
das Beracrylpulver mit dem Monomer im Verhéltnis von 1:1 gemischt und vorsichtig in den
Testtopf gegossen, so dass nur noch das obere Drittel des Femuranteils frei war. Nach
vollstindiger Aushdrtung des Beracryls erfolgte die Einbettung des Tibia-Praparatanteils.
Hierzu wird der Testtopf mit dem fest verbundenen Préparat kopfiiber gedreht und iiber eine
Einbetthilfsvorrichtung in den zweiten Testtopf eingebracht (Abb. 14). Die gesamte
Einbettung dauert 30 Minuten pro Seite. Nach der korrekten Positionierung des Femuranteils
und des Tibia-Anteils wurde dieser ebenfalls in den Priifstand eingebracht. Die Priparate
wurden wihrend des gesamten Einbettungsvorgangs mit einer 0,9%-igen NaCl-Losung feucht

gehalten.
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——Beracryl

‘ Patella
I Knochen-Block

Sehne

Tibia
Knochen-Block

——Beracryl

Abbildung 14: Eingebettetes BPTB-Transplantat

2.4.2 Testablauf

Das Modell aus Knochen und Fixationsmaterial wurde in 10 Zyklen mit einer Kraftzwischen
0 und 20 N und einer Geschwindigkeit von 150 mm/min prakonditioniert. Nach dieser
Vorkonditionierung wurde das Modell iiber eine zyklische Belastung bis zum Versagen mit
einer Geschwindigkeit von 150 mm/ min weiter belastet (Abb. 15). Steifigkeit und maximale
Versagenskraft des Modells wurden mittels eines Rechners und einer Priifsoftware (testXpert
V 11.0, Zwick, Ulm, Deutschland) kontinuierlich aufgezeichnet aufgezeichnet und die

resultierende Last-Elongationskurve auf die beschriebenen Parameter hin analysiert.

Die Steifigkeit wurde als groBte Steigung des linearen Teiles der Last-Elongationskurve
definiert. Die Versagenslast wurde als der Punkt der Last-Elongationskurve, an dem die Kraft
nicht mehr linear zunimmt, definiert. Die Maximallast wurde als der Punkt der Last-
Elongationskurve definiert, an dem die hochste Kraft gemessen wurde. Die Bewegung der
Transplantate wurde wihrend der zyklischen Belastungen mit einem optischen Messsystem
(MacReflex, Qualisys Inc, Partille, Schweden) zur Ermittlung des Dehnungsverhaltens
quantifiziert. Die von der optischen Einrichtung aufgezeichneten Rohdaten mussten nach der
Messung auf Erkennungsfehler hin untersucht werden. Hierbei wurde jede Messung in einer

speziellen Nachbereitungssoftware (Camerawise Tracker, Qualisys Inc., Gothenburg,
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Schweden) gesichtet und eine eventuell aufgetretene Vertauschung der Markerpunkte 1 bis 6
korrigiert. Danach erfolgte ein Datentransport in das Excel 97-Format, so dass eine weitere
Auswertung mittels handelsiiblicher Software moglich wurde. Die Testauswertung beinhaltete
verschiedene Arbeitsschritte. Diese umfassten die Erfassung der Messdaten durch das
optische System bis zur graphischen Darstellung der Auslenkungsergebnisse. Im Anschluss
an die Rohdaten Aufzeichnung durch die zwei Kameras erfolgte der Vorgang des
»rackings®. Hierbei wurden mittels der MacReflex®-Software aus den zwei separaten 2D-
Bildern die 3D-Koordinaten berechnet. Danach wurden diese wéhrend des sogenannten
»Exportierens* in eine Excel-kompatible Datei konvertiert. Im nichsten Arbeitsschritt erfolgte
die Auswertung der Daten mittels eines Excel-Programms welches die MacReflex-Daten so
auswertete, dass die Daten als Auslenkung in Grad iiber den Zeitraum der gesamte
Messzyklen dargestellt werden konnten. Als Abschluss erfolgte die graphische Umsetzung
der Auslenkung, was das Ablesen der Werte fiir den 200 Testzyklus ermoglichte.

Belastung Maximale
(N) Ausreisskraft
Vorkenditionierung Zyklische Belastung
} Zyklen (n=10) | . Zyklen (n=200)
20 200 — N N M n l Nn f N N l
IlI |I I'I I|I |'I || I|' II / I|I | II ,'I I|I ( ||
|III I| |II I| III I| |II II| 'I I| |II II II III Il
fr || | \ [ | | |I | I|
I|II III I.'I I|I I|I II| III 'I III II, [ I|I | l', I|I I|I
|'I |II II.' |II .'II |I |'I ||| II,' ||| II| || .'II '|| |'I |I
0 20 — f U Loeed U | U Lo I |
+«—— 1.Versuchsteil —— «—— 2. Versuchsteil —— 3. Versuchsteil

Abbildung 15: Graphische Darstellung des Testablaufs
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2.4.2.1 Optische Messsysteme

Die Sehnenbewegungen wurden mittels eines optischen infraroten 3D-Messystems
MacReflex Motion Capture System (Qualisys Inc., Gothenburg, Schweden) erfasst und
aufgezeichnet. Dieses bestand in unseren Versuchen aus zwei Kameras mit Stativ, einem
Echtzeitkontrollmonitor, einem PC-System mit den dazugehorigen Verbindungskabeln und
aus sechs Messpunkten mit festen reflektierenden Markern. Zwei Marker wurden in der
Sehne, zwei Marker an den kndchernen Sehnenansitzen und zwei Marker an den Klemmen
aus Aluminium befestigt (Abb. 6), in ihren Bewegungen durch die zwei Infrarotkameras
(Qualisys Inc., Gothenburg, Schweden) verfolgt und aufgezeichnet (Abb. 17). Alle
Verdnderungen der Pridparate wihrend der zyklischen Belastungstests wurden durch die
Position der Marker mit Hilfe einer Qualisys Tracker in 3D-Koordinaten berechnet. Somit
war das optische Messsystem geeignet, speziellen, iiber die Kameras erfassten Markerpunkten
Raumkoordinaten zuzuweisen und die Bewegungen der Markerpunkte im Koordinatensystem
zu verfolgen. Zu diesem Zweck wurden reflektierende Marker (prophysics AG, Ziirich,
Schweiz) mit Infrarot LDEs angestrahlt und die Reflexion von den Kameras aus zwei
Perspektiven aufgezeichnet. Eine rdumliche Messanordnung und Kalibrierung des Systems

ist notwendig, um eine Genauigkeit von < 0.05 % zu gewéhrleisten.
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Abbildung 16: Befestigung der Marker an den Abbildung 17:Optisches 3D-Messsystem
BPTB-Priparaten
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2.4.2.2 Raumliche Messanordnungen und Kalibrierung

Alle Testungen wurden mit derselben rdaumlichen Anordnung durchgefiihrt. Die beiden
Kameras wurden jeweils in einem Abstand von 160 cm und in einer Hohe von 140 cm zum
BPTB—Priifstand aufgestellt. Die Ausgangsposition der Traverse war immer die vertikale
Nullposition des Messgerites (Abb. 18). Beim Arbeiten mit dreidimensionalen Messungen
musste das Kamerasystem zunichst kalibriert werden, da die Raumpositionen der Kameras
dem System unbekannt sind. Hierbei wird die Kalibrierung unter Verwendung einer
Referenzstruktur, = dem  sogenannten  Kalibrierungsrahmen  durchgefiihrt.  Der
Kalibrierungsrahmen ist eine dem Messvolumen entsprechende, stabile Konstruktion mit 6
Markern, deren exakt vermessene Positionen dem System bekannt sind. Die Genauigkeit der
Messung hing direkt von der Prizision der vorangehenden Kalibrierung des Optischen
Messsystems ab. Es ist moglich durch die exakte Einhaltung eines immer gleich bleibenden
Versuchsaufbaus bzw. der rdumlichen Versuchsanordnung sowie der standardisierten

Systemkalibrierung eine Messungenauigkeit von maximal 5% zu erreichen.

Sehnen-Prifstand

Abbildung 18: Schema der Kameraposition in Relation zum Testobjekt
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2.5 Tierexperimentelle Untersuchungen

2.5.1 Studiendesign

Fiir die Tierversuche lag eine Genehmigung durch die zustindige Behorde, des Landesamtes
fir Gesundheit und Soziales, Berlin, unter Tierversuchsvorhaben G0137/08 vor. Die Studie
erfolgte an 24 ausgewachsenen, weiblichen Merino-Mix-Schafen, bei denen ein Ersatz des
vorderen Kreuzbandes am linken Hinterlauf durchgefiihrt wurde. Die Rekonstruktion des
VKB erfolgte mit einem freien allogenen, nicht sterilisierten (n=6) bzw. einem mit Electron
Beam (E-Beam) behandelten (n=18) Sehnentransplantat des Musculus flexor digitalis
superficialis. Die Transplantate wurden extrakortikal femoral {iber einen Endobutton sowie
tibial iiber eine Faden-Knochenbriicke fixiert (Abb. 20e). Als Kontrollgruppen dienten
zusdtzlich die  Ergebnisse einer Vorstudie, in der am identischen Tiermodell der
Remodelingprozess von autologen (n=12), sowie tiefgefrorenen allogenen (n= 7)
Flexorsehnentransplantaten untersucht wurde (Scheffler et al., 2008). Diese Studie war
ebenfalls durch die staatliche Behorde (Antragsnummer G0073/02) genehmigt worden. Die
Standzeiten der Tiere betrugen in beiden Studien 6 und 12 Wochen (Tab.3). Die 6
Wochenzeit-Punkte reprisentierten das frilhe Remodeling mit einem in der Literatur
beschriebenem  Maximum an  zellularen Umbauvorgingen in den  dulleren
Transplantatregionen und einer beginnenden Revaskularisierung.

Tabelle 3: Postoperative Standzeiten der E-Beam-Allografts, Autografts und VKB nativ "vorhergehende
vergleichbare Studie der Arbeitsgruppe (Scheffler et al., 2008)

Standzeiten E-Beam- Allografts - "Allografts - "Autografts- VKB
Allografts unsterilisiert unsterilisiert unsterilisiert nativ
6 Woche 9 3 3 5 7
12 Woche 9 3 4 7
Summe 18 6 7 12 7

Der zweite Untersuchungszeitpunkt nach 12 Wochen diente der Evaluation des Fortschreitens
sowie der Dynamik des Remodeling, da zu diesem Zeitpunkt ein sich in allen Regionen im
Umbauprozess befindendes Transplantat mit beginnender Konsolidierung und Proliferation zu
erwarten war. Im Rahmen dieser Studie erfolgten Rontgenverlaufsuntersuchungen direkt

postoperativ sowie, nach der Totung der Tiere, in 2 Ebenen. Die biomechanischen Versuche
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beinhalteten Testungen zur Ermittlung von Bandlaxizitit, Steifigkeit und der Versagenskraft.
Im Rahmen dieses Projektes wurden verschiedene weitere Teilaspekte des Remodelings
histologisch von weiteren Doktoranden untersucht. Dazu gehorten die Evaluation der Zell-
GefaB- und Myofibroblastendichte, eine Kollagenanalyse sowie eine histologische,

deskriptive Untersuchung des Remodelings.

2.5.2 Versuchstiere

In unserer Studie verwendeten wir ausgewachsene, weibliche Merino-Mix- Schafe im Alter
von zwei bis drei Jahren und einem durchschnittlichen Gewicht von 70 kg. Alle Versuchstiere
kamen von einem zertifizierten Ziichter (Karin Bildt, Gutshof Langerwisch, 14552
Michendorf). Vor ihrer Aufnahme in die Versuche erfolgten in Quarantdne eine klinische
Untersuchung sowie eine Feststellung des Alters durch einen Tierarzt. Tiere, mit Stérungen
des Allgemeinbefindens, trachtige Tiere sowie nicht altersgerechte Tiere, kamen nicht in die
Versuchsserie. Daneben erfolgte eine praoperative Rontgenkontrolle der Kniegelenke in zwei
Ebenen (anteroposteriorer und seitlicher Strahlengang) zum Ausschluss von offenen
Wachstumsfugen. In den Versuch aufgenommene Tiere wurden durch eine Ohrmarke
gekennzeichnet und erhielten ein Antiparasitikum (Ivomec SR, Merial GmbH, Halbergmoos,
Deutschland) sowie ein Immunstimulans (Ivomec S®, Merial GmbH, Halbergmoos,
Deutschland). Prd- und postoperativ. wurden die Tiere in den tierexperimentellen
Einrichtungen des Forschungshauses der Charité¢, Campus Virchow-Klinikum, Berlin unter

veterindrmedizinischer und tierpflegerischer Aufsicht untergebracht.

2.5.3 Tiermodell Schaf

Das Kniegelenk von Schafen ist auf Grund seiner anatomischen und funktionellen
Ahnlichkeiten zum menschlichen Kniegelenk als Tiermodell fiir Rekonstruktionen des VKB
gut geeignet (Hunt et al., 2005). Die GroBe der Tiere erlaubt eine genaue Platzierung der
Knochentunnel. Die Entnahme der Sehne des M. flexor digitalis superficialis fiithrt nicht zu
funktionellen Einschrinkungen, und die Tiere erlangen die normale Belastbarkeit im
operierten Kniegelenk bereits nach etwa 3-4 Wochen. In entsprechenden Studien wurden
keine Knieinstabilititen, Bewegungseinschrinkungen oder Zeichen einer Arthrose festgestellt
werden. Des Weiteren wurden Schafe bereits in zahlreichen Studien zum VKB- Ersatz
verwendet, was eine Vergleichbarkeit der Daten mit der Literatur zulief (Petersen et al., 2003;

Unterhauser et al., 2003; Weiler et al., 2001; 2002/a; 2002/b).
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2.5.4 Transplantatauswahl

Da die Hamstringsehnen des Schafes eine eher flichige und fasziendhnliche Gestalt haben,
eignen sie sich nicht als Kreuzbandtransplantate. Deshalb verwendeten wir die Sehne des M.
flexor digitalis superficialis, deren Entnahme operativ einfach ist und von den Schafen
auBlerordentlich gut toleriert wird (Hunt el at. 2005). Daneben weist diese Sehne dhnliche
biomechanische Eigenschaften wie die Hamstringsehnen auf (Abb. 19 A/B). Die in den
Tierversuchen verwendeten Flexorsehnen wurden von Spenderschafen mit gleichem Alter
und Geschlecht entnommen. Um eine Vergleichbarkeit zu der vorangegangen Studie zu

ermoglichen, erfolgte bei jedem Empfiangertier ebenfalls eine Transplantatentnahme.

P 4 -
= i
M. semimembranosus

Y 2 3 -

M. sartorius — L 98 W%
g oty v." ¥
§ 4 B c‘ >ig

Transplantat

M. gracilis M. gracilis

Abbildung 19: Ubersicht der hinteren Extremitit des Schafes A) mit flichiger gemeinsamer Sehne des M.
gracilis und M. sartorius; B) Nach Umklappen des M. gracilis kommt die flichige und kurze Sehne des M.
semitendinosus zum Vorschein

2.5.5 Transplantatvorbehandlungen

Die Sehnen des M. flexor digitalis superficialis wurde sofort nach ihrer Entnahme bei -20°C
gelagert. Die anschlieBende E-Beam Bestrahlung der Priparate erfolgte bei der Gamma-
Service Produktbestrahlung GmbH (Radeberg, Deutschland) mit 34 kGy unter CO, Zugabe
und bei -70 °C in mit Trockeneis gefiillten Polystyrol-Boxen. Die exakten Bestrahlungsdosen
wurden anhand mit Dosimetern gemessen und in einem Dosimetriebericht dokumentiert und
iiberpriift. Nach der Bestrahlung wurden die Sehnen fiir mindestens 1 Woche bei -80°C
gelagert, bevor sie transplantiert wurden. Das erfolgte, da bekannt ist, dass es wihrend dieser

Zeit zu einer Reduktion der durch die Bestrahlung entstandenen Radikale kommt.
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2.5.6 Operationen

2.5.6.1 Pramedikation, Narkose und Analgesie

Den Tieren wurde vor Beginn der Operation eine Brauniile in die Vena cephalica appliziert.
Uber diese erfolgt eine Narkoseeinleitung mit 1000-1500 mg Thiopental (Trapanal®,Byk
Gulden Lomberg Chemische Fabrik GmbH, Konstanz,Deutschland). Danach erfolgte die
Intubation mit Hilfe eines Laryngoskops mit langem, geradem Spatel (FOREGGER) mit
einem Endotrachealtubus Char. 8-9 (Hi-Lo LanzTM Mallinckrodt Medical, Athlone, Irland).
Vor Beginn der Operation erhielten die Tiere eine One-shot Antibioseprophylaxe mit
Amoxicillin und Clavulansdure i.v. 2,2g (Augmentan®, SmithKline Beecham GmbH) und
wiahrend der Operation erfolgte eine Infusion mit  Sterofundin  (Natriumchlorid-
Infusionslosung 154, Berlin-Chemie AG, Berlin, Deutschland) . Zur Vermeidung einer zu
starken Aufgasung, wurde den Tieren eine Magensonde gelegt. Die Narkose wurde mit Hilfe
eines Inhalators (Ventilator 711, Siemens-Elema Ab, Solna, Schweden) wund eines
Gasgemisches aus Isofluran (Forene®, AAbbot GmbH, Wiesbaden, Deutschland) und
Lachgas (1,5%, 1/3 O,, 2/3 N,) durchgefiihrt. Die Tiere wurden intraoperativ mit einer
Frequenz von 16-18 Ziigen mit 6-8 1/min beatmet. Da Isofluran nur eine geringe analgetische
Wirkung besitzt, erfolgte intraoperativ eine halbstiindliche additive Analgesie mit je 0,5 mg
Fentanyl® (Curamed Pharma GmbH, Karlsruhe, Deutschland). Zur Narkoseiiberwachung
dienten ein Pulsoximeter, die expiratorische CO,-Messung und ein EKG. Nach Beendigung
der Narkoseeinleitung wurden der linke Hinterlauf, ein Teil des Beckens und des Bauches
enthaart, gewaschen und mit Polyvidonjod-Losung desinfiziert (Desderman®, Schulke &
Mayr GmbH, Norderstedt, Deutschland). AnschlieBend erfolgte in Riickenlagerung eine
Fixation der Tiere auf dem OP-Tisch. Die Operation wurde unter standardisierten sterilen
Bedingungen durchgefiihrt. Zur Blutstillung verwendeten wir eine monopolare
Elektrokoagulation, als Spiilung wurde 0,9% NaCl-Losung (Delta select GmbH, Pfullingen,

Deutschland) verwendet.

2.5.6.2 Transplantatentnahme

Nach einem ca. 10 cm langen longitudinalen Hautschnitt am linken Hinterlauf wurde die
Sehne des M. gastrocnemius, welche in derselben Sehnenscheide mit der Sehne des M. flexor
digitalis superficialis verlduft, dargestellt. Nach Eroffnung der Sehnenscheide erfolgte die

Priparartion der Flexorsehne mit Hilfe einer Overholtklemme. Anschlieend wurde proximal
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des Tuber calcanei und distal des Muskelbauches ein 6 bis 8 cm langes und ca. 7 mm breites
Transplantat scharf herausgetrennt. Die inzidierte Sehnenscheide wurde mit resorbierbarem
Nahtmaterial (1/0 Vicryl®, Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland) und die Haut mit
nicht-resorbierbarem Nahtmaterial (2/0 Prolene®, Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland)
verschlossen. Das Transplantat wurde mit 0,9% NaCl-Losung getrankten Mullkompressen

steril und feucht gehalten und anschlieBend auf -80°C tiefgefroren.

2.5.6.3 Praparation

Die bereits von anderen Tieren gewonnenen Transplantate wurden zunéchst bei
Raumtemperatur aufgetaut und bis zu ihrer Verwendung mittels kochsalzgetrinkter Tiicher

feucht gehalten.

Abbildung 20: Transplantat in Baseball-stitch-Technik prépariert

AnschlieBend wurden proximal und distal in Baseball-stitch-Technik aus zwei nicht-
resorbierbaren, mit Polyester beschichteten Fédden (Ethibond-Excel®, Ethicon GmbH & Co.
KG, Norderstedt, Deutschland) der Starke 2-0 je 2 zirkuldre Schlingen angebracht, um den
Sehnendurchzug durch die Bohrkanile zu erleichtern (Abb. 20). AnschlieBend wurde das so
praparierte Transplantat manuell vorgespannt und dessen Durchmesser fiir den spiteren

Bohrkanal gemessen.

2.5.6.4 Arthrotomie und Transplantatverankerung

Nach einem 10-12 cm langen Hautschnitt medial des Lig. patellae erfolgte nach
Durchtrennung der Verschiebeschichten die Eroffnung der Gelenkkapsel (Abb. 21, a). Uber
eine Inzision des M. vastus medialis und des patellofemoralen Bandes konnte die Patella nach

lateral luxiert und der Gelenkraum erdoffnet werden. Zur besseren Darstellung wurde der
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Hoffa’sche Fettkorper unter Schonung des Lig. transversum genus medialseitig gelost und
nach lateral geschlagen. Dann wurde das origindre VKB herausgetrennt und die
Insertionsstellen mit Hilfe eines scharfen Loffels und einer Luer-Zange debridiert (Abb. 21,
b). Zur Transplantatverankerung wurden femoral und tibial, ausgehend von den
urspriinglichen VKB-Fixationen nach inside-out-Technik, dem Transplantat entsprechende

und 20 mm tiefe Knochentunnel aufgebohrt.

Abbildung 21: a) anteromediale Arthrotomie; b) debridierte Insertionstelle des VKB; ¢) Bohrung des femoralen
Knochentunnels; d) Bohrung des tibialen Knochentunnels; e) femorale Verankerung mit einem Endobutton; f)
und g) Einziehen des Transplantates; h) tibiale Verankerung iiber eine Knochenbriicke

Dabei erfolgte die Bohrung des femoralen Tunnels in maximaler Flexion des Kniegelenkes
vom ehemaligen Ursprung des VKB in der Fossa intercondylaris (Notch) ausgehend in
Richtung Epicondylus lateralis. Zur hoheren Prézision diente ein vorher bis durch die Haut
gebohrter Fithrungsdraht (Abb. 21 c). Tibial verlief der Knochentunnel von der alten
Insertionsstelle des VKB medial von der Eminentia intercondylaris bis durch die
Gegenkortikalis medial der Tuberositas tibiae (Abb. 21 d). Dabei galt es, eine zu weit nach
anterior gelegte Platzierung des tibialen Bohrkanals zu vermeiden, da dies zu einer
schiadigenden Beeinflussung des Transplantates und zur sekundiren Transplantatelongation,
ggf. auch zu einem Transplantatversagen fithren kann (Strobel, 1998). Eine Knochenbriicke

fiir die spétere, distale Fixation des Transplantates wurde mit Hilfe eines weiteren Bohrloches
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bis in die Spongiosa im grof3ziigigen Abstand medial des distalen Knochentunnels gebildet
(Abb. 21 h). Die Transplantate wurden danach {iber die an den Sehnenenden angebrachten
Haltefdden mit Hilfe eines Fiihrungsdrahtes von innen nach auflen in die Knochentunnel
gezogen (Abb. 21 f, g). Nach proximaler, femoraler Fixation iiber einen extrakortikalen
Endobutton (Acufex®, Smith & Nephew Endoscopy Inc., Ma, USA) wurde nach
mehrmaligem Durch bewegen des Gelenkes das distale Transplantatteil unter maximaler
Vorspannung in 30° Flexion in derselben Technik {iber der tibialen Knochenbriicke befestigt

(Abb. 21 e; Abb. 22)

Endobutton

Transplantat

Knochenbriicke

Abbildung 22: Indirekte Transplantatfixation distal mittels Knochenbriicke und proximal iiber einen Endobutton

Nach Reposition der Patella wurden die Beweglichkeit und Fixation des Transplantes durch
erneutes Durchbewegen getestet. AnschlieBend wurde das patellofemorale Band zur
Vermeidung von postoperativen Patellaluxationen mit resorbierbarem Nahtmaterial refixiert.
Es folgte der Kapsel- und der schichtweise Wundverschluss ebenfalls mit resorbierbarem
Nahtmaterial (1/0 Vicryl® Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland). Nach Hautverschlufl
wurden die Wunden erneut mit Braunol® 2000 desinfiziert (B.Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland) und mit einem Verband versehen. AnschlieBend wurden
kraniokaudale und mediolaterale Rontgenbilder (Mobilett Plus, Siemens-Elema AB, Solna,
Schweden) zur Kontrolle des Transplantatsitzes und der Knochentunnel angefertigt. Zur
postoperativen Analgesie wurde bei den Tieren ein Fentanylpflaster 100 (Durogesic ®,
Janssen-Cilag GmbH, Neuss, Deutschland, 100 pg) an der linken Vordergliedmalle proximal

auf der vorher rasierten Haut aufgebracht.
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2.5.6.5 Postoperative Nachsorge

Um Wundinfektionen, iibermifige Bewegung und Beeintrachtigung durch die anderen Schafe
vorzubeugen, kamen die operierten Tiere fiir einen Tag zur Uberwachung in eine Einzelbox.
Als zusitzliche Schmerzprophylaxe wurde bis zum 3. postoperativen Tag 1x téglich
Analgetika (Finadyne® 25 mg Injektionslosung 1 %, Essex Pharma GmbH, Miinschen,
Deutschland) verabreicht. Die Schafe befanden sich in der tierexperimentellen Einrichtung
der Charité unter veterindrmedizinischer und tierpflegerischer Aufsicht und wurden téglich
visitiert. Nach regelmédfigem Verbandswechsel, Beurteilung des Lahmbheitsgrades und
Inspektion der Wunde wurden zwischen dem 10.-14. postoperativen Tag die Faden gezogen
und die Tiere bis zur Totung auf das Geldnde des Instituts verbracht. Alle Schafe wurden
regelméBig auf Bewegungseinschrankungen und Infektionen untersucht und die Klauen auf
Grund der fehlenden Abnutzung auf dem weichen Boden in 6-wochigem Abstand

geschnitten.

2.5.6.6 Transplantatentnahme

Nach 6 und 12 Wochen Standzeit wurde jeweils die Hilfte der Schafe getdtet. Dazu wurden
sie mit 30 mg/kg Thiopental-Natrium® (Trapanal, Byk Gulden Lomberg Chemische Fabrik
GmbH, Konstanz, Deutschland) iiber einen Venenkatheter in der V. cephalica narkotisiert.
AnschlieBend trat nach Applikation von 50 ml Kaliumchlorid 1i.v. (1M-Kaliumchlorid-
Losung, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutschland) unter
Auskultationskontrolle der Herztitigkeit der Herzstillstand ein. Nach Entnahme der
kontralateralen, nativen Sehne des M. flexor digitalis superficialis rechts als auch des nativen
VKB rechts fiir Kontrolluntersuchungen, wurden die operierten linken Kniegelenke mit den
darin befindlichen Transplantaten in toto explantiert. Es erfolgte zundchst -eine
Rontgenkontrolle in 2 Ebenen (antero-posteriorer und seitlicher Strahlengang). AnschlieBend
wurde das Kniegelenk auf duflere Veranderungen (Schwellungen, Bewegungsumfang)
untersucht und danach in toto entnommen. Dazu wurden mit Hilfe einer Knochensidge Femur
und Tibia ca. 15 cm proximal und distal der Kniegelenke abgesetzt. Die Gelenke wurden in
0,9% NaCl-getriankte Binden eingelegt, um einem Austrocknen vorzubeugen, und es erfolgte
die Einbettung der Kniegelenke an den Femur- und Tibiastimpfen in Beracryl-Kunststoff-
Gussformen (Beracryl® Pulver, Troller-Kunsstoffe AG, Fulenbach, Schweiz) Nach der
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Eroffnung des Gelenkes erfolgte eine Untersuchung nach Zeichen von Arthrose,

GefaBinjektionen, Entziindungszeichen und Synovialschiden

2.5.7 Biomechanische Testung

Die biomechanischen Untersuchungen erfolgten an einer Zwickmaschine (Materialpriifung
Modell 1455, Zwick GmbH & Co.KG, Ulm, Deutschland). Diese Maschine erlaubt Testung
unter Zug, Kompression und Rotation. In der vorliegenden Arbeit fiihrten wir Testung
ausschlieflich unter uniaxialer Zugbelastung durch. Die Messgenauigkeit fiir uniaxiale
(vertikale) Translation betrug 0,005 mm. Die Materialtestmaschine arbeitete mit einer
Kraftzelle von 20 KN und einer Messgenauigkeit von + 0,12 %. Alle Messdaten wurden auf
einen vernetzten Personal- Computer {ibertragen und gespeichert. Von allen Praparaten und
Transplantaten wurden an biomechanischen Parametern die Steifigkeit, die maximale

Versagenskraft und Elongation ermittelt.

2.5.7.1 Versuchsaufbau

Die operierten Kniegelenke wurden an den mit Beracryl® eingebetteten Femur- und
Tibiastumpfen in zwei Aluminiumklemmen fixiert. Dabei wurde der Femur in 60° Beugung
zur Langsachse der Tibia positioniert, um eine der Schafsanatomie entsprechende und
moglichst homogene Kraftverteilung liber den Kreuzbandquerschnitt zu gewéhrleisten (Abb.
23). Die erste Testung erfolgte mit dem intakten Weichteilmantel. Die Tibia wurde auf dem
beweglichen Tisch der Zwickmaschine fixiert, der eine Bewegung in vertikaler Richtung
erlaubt. Die biomechanische Testung fand unter Zulassung nur eines Freiheitsgrades statt.
Somit waren sowohl Translationsbewegungen nach medial-lateral und proximal-distal als
auch samtliche Rotationsbewegungen nicht moglich. Vor dem Festlegen der Ausgangs- bzw.
Nullstellung von Femur und Tibia fiir den Schubladentest wurde kontrolliert, dass kein
ossarer Kontakt zwischen den femoralen Kondylen und dem tibialen Plateau bestand. Die
Nullstellung wurde durch eine Bewegung der Tibia bis zu einer Vorlast von +5 N nach
anterior festgelegt. Zum Wiederfinden dieser Nullstellung nach jedem Belastungszyklus

wurde ein Metallblock am Wegaufnehmer der Zwick platziert.
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Abbildung 23: Modifizierter Schubladentest beim Schaf in 60°-Flexion

2.5.7.2 Test-Protokoll

Jedes operierte Kniegelenk wurde vier biomechanischen Testungen unterzogen. Alle
Testungen wurden schriftlich und photographisch dokumentiert. Zuerst wurde das operierte
Kniegelenk mit seinem Weichteilmantel (Muskelmantel, Kniegelenkskapsel, kompletter
Bandapparat, Menisken) einer Simulation der vorderen und hinteren Schublade mit einer
Relativbewegung der Tibia gegeniiber dem Femur in 60° Beugung getestet. Die
Geschwindigkeit der antero-posterioren Translationsbewegung betrug 120 mm/sec. Der
Belastungsmodus war auf ein Maximum von +50 N und -50 N festgelegt und die initiale
Nullstellung definierte sich bei einer nach anterior gerichteten Vorlast mit der Grofle +5 N.
Diese wurde am Ende der ersten Testzyklen wieder eingenommen. Insgesamt erfolgten 11
Zyklen, wobei die ersten 10 Zyklen zur Vordehnung dienten. Von allen Zyklen wurde ein
Kraft-Strecke-Diagramm gespeichert, wobei sich alle Berechnungen auf den 11. Testzyklus
bezogen. Danach erfolgte die Resektion des kompletten Streckapparats (Weichteilmantel,

Kollateralbdnder, Kapselstrukturen, Menisken) , so dass letztlich die Allografts und das native
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hintere Kreuzband (HKB) als physikalische Verbindung zwischen Femur und Tibia
verblieben. Aus den eréffneten Kniegelenken erfolgte unter sterilen Kautelen die Entnahme
von Synovialfliissigkeit fiir bakteriologische Untersuchungen. Das Innere der Kniegelenke
wurde makroskopisch auf Entziindungszeichen (Geféssinjektionen der Synovialis,
Gelenkergussbildung und Synovialishypertrophie) und Ausbildung einer neuen synovialen
Hiillschicht um das Allograft beurteilt und photographisch dokumentiert. Danach wurde
entsprechend dem ersten Test mit denselben Parametern (Belastungsmodus mit max. +50 N
und min. -50 N bei 120 mm/sec) eine Simulation der vorderen und hinteren Schublade in 60°
Beugung gefahren. Erneut wurden alle Daten der 11 Zyklen gespeichert und das Kraft-
Strecke-Diagramm des 11. Zyklus fiir die Berechnungen verwendet. Danach wurde das native
HKB durchtrennt und das VKB-Transplantat auf seine biomechanischen Eigenschaften mit
Hilfe einer Simulation ausschlieBlich der vorderen Schublade getestet. Der Belastungsmodus
beinhaltete ein Maximum von +50 N bei einer Geschwindigkeit von 120 mm/sec. Von einer
initialen Nullstellung mit einer Vorlast von +1 N startend, erfolgten 11 Zyklen mit einer
relativen Translationsbewegung der Tibia gegeniiber dem Femur. Alle Daten wurden

gespeichert und ein Kraft-Strecke-Diagramm des 11. Testzyklus ausgedruckt.

Fiir den Versagenstest (load-to-failure) wurde das Kniegelenk in anatomischer Ausrichtung
erneut in 2 Aluminiumklemmen in 90° Beugung fixiert (Abb. 24). Dann wurde das VKB
Transplantat mit einer parallel verlaufenden Kraft und einer Priifgeschwindigkeit von 120
mm/sec bis zum Versagen belastet. Dabei wurde eine Kraft-Dehnungskurve aufgezeichnet
sowie Versagenskraft und -modus (Versagen der Verbindungs-materialien und

intraligamentédre Ruptur) der Allografts dokumentiert.

Aus den Daten der Kraft-Strecke-Diagramme wurden Steifigkeit und AB-Laxizitat
(Elongation) berechnet. Aus den ersten drei Testungen (1. Knie komplett, 2. VKB-
Transplantat und HKB nativ, 3. VKB-Transplantat) wurden die Daten des 11. Messzyklus
genutzt. Die Berechnung der Steifigkeit erfolgte bei 50 N- und 20 N-Belastung nach
folgender Formel:

: . P{50 M) — {20 )
Steifigkeit(N/mm) X(50N) — X(20W) y-N, X-mm
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Zur Beurteilung der gesamten Laxizitat wurde die Elongation bei +50 N und bei -50 N
addiert. Bei der dritten Testung, bei der nur noch das Allograft getestet wurde, lag die
maximale Elongation bei +50 N. Die Steifigkeit im Versagenstest wurde als die Steigung der
Kraft Strecke-Hysteresekurve im Bereich zwischen 20% und 90% der endgultigen
Versagenskraft definiert:

N{90%) — N{20%)

Steifigkeit (N/mm): N- Versagenskraft

mm(90%) — mm(20%)

Abbildung 24: Testanlage fiir den Versagenstest

2.6 Statistische Analysen

Zur Aufzeichnung und Speicherung des Kraft-Diagramms wurde die Zwick-PC Software
(Version 7047.5b / 7047.17b / 7047.7b) verwendet. Datentabellen mit den Ergebnissen der
Versuche wurden mit Microsoft® Excel 2002 erstellt. Die statistische Auswertung der Daten
wurde mit einem statistischen Softwarepaket SPSS Version 13.0 durchgefiihrt. Zunichst
wurde zur Priifung auf Normalverteilung ein Shapiro Wiilks Test durchgefiihrt. Da keine
Normale Verteilung vorlag, wurde zundchst zum Gruppenvergleich der Kruskal Test
durchgefiihrt. Bei einer vorhandenen Signifikanz wurde anschlieBend zum paarweisen
Vergleiche der Man-Whitney-U Test angewendet. Die Ergebnisse wurde mittels Bonferoni-

Holm Korrektur korrigiert. Das Signifikanz Niveau lag bei < 0,05.
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3. Ergebnisse

3.1 Dosisabhiingige Biomechanik nach E-Beam-Sterilisation

32 tiefgefrorene BPTB—Transplantate von 8§ humanen Spendern waren entsprechend der Art
der E-Beam-Sterilisation randomisiert 4 Gruppen (je n=8) zugeordnet worden: A: nicht
bestrahlt, B: 15 kGy E-Beam, C: 25 kGy E-Beam, D: 34 kGy E-Beam. Die Bestrahlung
erfolgte unter CO,- und Tiefkiihlbedingungen (- 70 °C) und die biomechanischen Tests
wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Fiir die Vorkonditionierung der Priparate kamen
zunidchst bei allen 4 in vitro Untersuchungen 10 zyklische Belastungen von 0 bis 20 N zur
Anwendung. Die anschlieBenden 200 zyklischen Belastungstests ( 20 - 200 N ) wurden
videooptisch aufgezeichnet und ermdglichten die Messung von Dehnung bzw. Relaxierung
der Préaparate. Des Weiteren erfolgte die Ermittlung der Viskoelastizitdt mit den Parametern
Steifigkeit, Dehnung, Dehnungsdifferenz und Zyklische Elongation. Abschlieend wurde die

maximale Versagenskraft der der Priparate bestimmt.

3.1.1 Steifigkeit und maximale Versagenskraft

Die Mittelwerte von Steifigkeit und der Versagenskraft wiesen in den 4 different bestrahlten
Gruppen unterschiedliche Ergebnisse auf (Tab. 4). Um native BPTB-Transplantate um 1 mm
dehnen zu konnen, war eine Zugkraft von 2394 + 24,9 N erforderlich. Nach einer
Bestrahlung von 15 kGy betrug die Zugkraft 230,5 + 60,4 N, nach 25 kGy 228,1 + 58,8 N
und nach 34 kGy 217,5 £ 25,8 N. Der Abfall der Mittelwerte von 239,4 auf 217,5 N war
statistisch nicht signifikant (Abb.25). In Bezug auf die maximale Versagenslast ergab sich
zwischen den Gruppen 0, 15 und 25 kGy E-Beam-Bestrahlung eine, von der Dosis der
Bestrahlung abhéngige und abfallende Tendenz. Fiir native BPTB-Transplantate betrug die
durchschnittliche maximale Versagenskraft 1630,5 + 331,1 N, nach 15 kGy 1523,7 + 374,8
und nach 25 kGy 1441,9 + 356,8 N. Die Bestrahlung mit 34 kGy fiihrte zu einer signifikanten
Abnahme der maximalen Versagenskraft auf 1300,6 &+ 229,2 (p< 0,05) (Abb. 26)
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Tabelle 4: Steifigkeit und maximale Versagenskraft der BPTB-Transplantate (*p<0,05)

Strahlungsdosis Steifigkeit [N/mm] Maximale Versagenskraft [N]
0 239,4+24,9 1630 + 331,1
15 230,5+ 60,4 1523,7 +374,8
25 228,1 £ 58,8 1441,9 £ 356,8
34 217,5+£25,8 1300,6 + 2292 *
Steifigkeit [N/mm] Maximale Versagenkraft [N]
400; 2500
300- 2000
1500
200
1000
100+
500
Nativ 15KGy 25KGy 34 KGy Nativ 15 KGy 25KGy 34 KGy
E-Beam E-Beam
Abb. 25 Steifigkeit [N/mm] Abb. 26 Maximale Versagenskraft [N] *p<0,05

3.1.2 Dehnung, Dehnungsdifferenz und zyklische Elongation

In den 200 zyklischen Belastungstests mit einer Zugkraft zwischen 20 und 200 N wiesen die
nativen Kontrollpriparate eine Dehnung von 4.11 + 1.54 % bei 20 N und von 4.47+ 1.71 %
bei 200 N auf (Tab. 5). Nach einer Bestrahlung von 15 kGy betrugen die Dehnungen 3,10 =+
0.85 % (Ly) und 3,25 £ 0.96 % (L200). Nach Bestrahlung mit 25 und 34 kGy wiesen die
Priparate eine Dehnung 4,17 + 1,23 % (L1)/4,54 + 1,32 % (L00) bzw. 5,48 £+ 3,03% (L,)/
5,96 £ 3,30% (Lyoo) auf. Diese Zunahme der Dehnung in Abhingigkeit der Bestrahlungsdosis
war statistisch nicht signifikant (Abb. 27).In der Bestimmung der Dehnungsdifferenz fanden
sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den unbestrahlten (0,35 + 0,34 %)
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und den mit 15 kGy (0,15 + 0,23 %), 25 kGy (0,37 + 0,25 %) und 34 kGy (0,48 + 0,45 %)
bestrahlten BPTB—Transplantaten.

Tabelle 5: Strain und zyklische Elongation der BPTB-Transplantate

Strahlungsdosis ~ Strain L,y [%] Strain L, [%] Strain-Diff. [%] zklyischen Elongation [mm]

0 4,47+ 1,71 4,11 +£1,54 0,35+0,34 0,22 +0,20
15 3,25+0,96 3,10 £0,85 0,15+0,23 0,14 £0,12
25 4,54+ 1,32 4,17 +1,23 0,37+0,2 0,23 +£0,20
34 5,96 +3,30 5,48 £3,03 0,48 £0,45 0,29 +£0,27

Das Zyklische Elongation (Abb. 28) der BPTB-Transplantate ergab bei den nativen
Transplantate eine irreversible Dehnung von 0,22 + 0,20 mm, nach E-Beam-Bestrahlung mit
15 kGy 0,14 + 0,12 mm, nach 25 kGy 0,23 + 0,20 mm und nach 34 kGy 0,29 + 027 mm.

Diese Differenzen waren statistisch nicht signifikant (Tab. 5).

Strain [%] zyklische Elongation [mm]
1.0, 0.6
0.81

0.61

0.4

0.2

0.0-

Nativ 15KGy 25KGy 34 KGy Nativ 15KGy 25KGy 34 KGy
E-Beam E-Beam
Abb. 27 Strain [%] Abb. 28 Zyklische Elongation [mm]
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3.2 E-Beam- vs. Gammabestrahlung (15-25 kGy)

40 BPTB-Transplantate von 10 humanen Spendern waren entsprechend der Art der E-Beam-
Sterilisation randomisiert 4 Gruppen (je n = 10) zugeordnet worden: A: nicht bestrahlt, B: 15
kGy E-Beam, C: 25 kGy E-Beam, D: 25 kGy Gammasterilisation. Die Bestrahlung erfolgte
an konservierten Praparaten bei CO, und Tiefkiihlung auf -70°C. Die biomechanischen Tests

wurden bei Raumtemperatur vorgenommen

3.2.1 Steifigkeit und maximale Versagenskraft

Die Ergebnisse der Bestimmungen von Steifigkeit und Versagenskraft der 4 different
bestrahlten Gruppen sind in Tab. 6 zusammen gefasst. Die Steifigkeit der nativen BPTB—
Transplantate betrug 182,1 + 53,0 N/mm. Die mit 15 kGy E-Beam bestrahlten Sehnen wiesen
eine Steifigkeit von 147,8 + 46,8 N/mm auf und nach Bestrahlung mit 25 kGy betrug die
Steifigkeit der Praparate 152,0 = 37,0 N/mm. Nach einer Gammabestrahlung mit 25 kGy
betrug die Steifigkeit 126,1 + 45,4 N/mm (Abb. 29). Die maximale Versagenskraft der
nativen BPTB—Transplantate betrug 1609 + 562 N. Nach E-Beam-Bestrahlung mit 15 kGy
und 25 kGy ergaben sich mit 1175 + 628 bzw. 1177 £ 512 N nahezu identische Werte. Der
Unterschied der maximalen Versagenskraft war gegeniiber den nicht bestrahlten Priparaten,

statistisch nicht signifikant.

Tabelle 6: Steifigkeit und maximale Versagenskraft der BPTB-Transplantate (*p 0,05) *E-Beam, ‘Gamma

Strahlungsdosis Steifigkeit [N/mm] Maximale Versagenkraft [N]
0 182,1 £53,0 1609 + 562
15 * 147,8 + 46,8 1175+ 628
25 * 152 + 37, 1177 £512
257 126,1 £ 45,4 1009 + 400 *
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Ein signifikanter Unterschied (p< 0,05) bestand in der Analyse der maximalen Versagenskraft
zwischen nativen und Gamma bestrahlten BPTB—Transplantaten (Tab.6/ Abb. 30). Gegeniiber
den Bestimmungen der Steifigkeit von nativen und mit E-Beam bestrahlten BPTB-
Transplantaten (15 kGy und 25 kGy) der Versuchsgruppe 1 (Tab.1) gab es deutliche

intergruppale Differenzen. Auf diese wird in der Diskussion eingegangen.

Steifigkeit [N/mm] Maximale Versagenkraft [N]

250 2500,
200, 2000
150 1500
1001 1000-
501 500

Nativ 15KGy 25KGy 25KGy 0 Nati\) 15 KGy 25KGy 25 KGy

E-Beam Gamma E-Beam Gamma

Abb. 29 Steifigkeit [N/mm)] Abb. 30 Maximale Versagenskraft [N]

3.2.2 Dehnung, Dehnungsdifferenz und zyklische Elongation

In den 200 zyklischen Belastungstests mit einer Zugkraft zwischen 20 und 200 N wiesen die
nativen Kontrollpriparate eine Dehnung von 5,00 = 2,99 % bei 20 N (L;) und 5,82 + 3,56%
bei Lo auf (Tab.7). Nach E-Beam Bestrahlung mit 15 kGy waren die Dehnungen mit 3,99 +
1,82 % (L;) und 5,08 £ 2,38 % (L,p0) gegeniiber den nativen Kontrollen statistisch nicht
signifikant. Nach 25 kGy E-Beam-Bestrahlung traten Dehnungen von 6,29 + 3,92 (L;) und
7,0 £4,11 % (Ly0) und nach 25 kGy Gammabestrahlung von 4,80 + 1,15 % (L;) und 6,17
2,09 % (La00) auf. Die Dehnungs-Unterschiede zwischen den 4 Gruppen waren statistisch

nicht signifikant (Abb. 31).
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Tabelle 7: Strain und zyklischen Elongation der BPTB-Transplantate

Strahlungsdosis Strain Loy [%] Strain L, [%] Strain-Diff. [%] zklyischen Elongation [mm]

0 5,82+3,56  5,00+2,99 0,80 = 0,68 0,53 £0,46
15" E-Beam 5,08+£2,32 3,99+1,82 1,09+ 1,16 0,69 = 0,82
25" E-Beam 7,00+4,11 6,29+3,92 0,73 £0,50 0,23 £0,20
25" Gamma 6,17+2,09 480%1,15 1,35+2,04 0,96+ 1,34

Das zyklischen Elongation der BPTB—Transplantate ergab bei den nativen Préparaten eine
irreversible Dehnung von 0,53 + 0,46 mm, nach E-Beam-Bestrahlung mit 15 kGy von 0,69 +
0,82 mm und mit 25 kGy E-Beam 0,50 + 0,34 mm (Tab. 7). Die Mittelwerte im zklyischen
Elongation stiegen nach einer Gammabestrahlung von 25 kGy auf 0,96 + 1,34 mm an, waren

auf Grund der hohen Streubreite nicht signifikant erh6ht (Abb. 32).

Strain [%] Zyklische Elongation [mm]
4 2.5;
T 2.0
3
1.5
2,
1.01

0.5

Nativ  15KGy 25KGy 25KGy 00="Nativ  15KkGy 25KGy 25 KGy

E-Beam Gamma E-Beam Gamma
Abb.31 Strain [%] Abb.32 Zyklische Elongation [mm]
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3.3 E-Beam- (34 kGy) vs. Gammabestrahlung (34 kGy)

Ausgehend von der in Deutschland empfohlenen Hochdosisbestrahlung von > 30 kGy zur
Sterilisation allogener Gewebepriparate wurden 30 tiefgefrorene BPTB-Transplantate von 10
humanen Spendern nach dem Randomschema entsprechend der Art der Sterilisation 3
Gruppen ( je n = 10 ) zugeordnet: A: nicht bestrahlt, B: 34 kGy E-Beam, C: 34 kGy Gamma-
Sterilisation. Die Bestrahlung der Préiparate erfolgte unter Konservierungsbedingungen mit
CO; und Tiefkiihlung auf -70°C. Die biomechanischen Tests wurden bei Raumtemperatur

vorgenomimen.

3.3.1 Steifigkeit und maximale Versagenskraft

In der Bestimmung der Steifigkeit der BPTB-Transplantate zeigten die nativen Sehnen mit
199,6 = 59,1 N/mm und mit 34 kGy E-Beam bestrahlten Sehnen mit 192,8 + 58,0 N/mm
nahezu identische Ergebnisse. Nach 34 kGy Gammabestrahlung betrug die Steifigkeit der
Sehnen 170,6 + 58,2 N/mm (Tab.8). Diese Reduktion der Sehnensteifigkeit nach
Gammabestrahlung war gegeniiber den bei nativen und E-Beam bestrahlten Sehnen statistisch
signifikant (p < 0,05) (Abb. 33). Sowohl nach E-Beam-Sterilisation als auch nach
Gammabestrahlung in einer Dosis von 34 kGy kam es mit 1139 + 445 N bzw. 1073 + 617 N
zu einem signifikanten Abfall der bei nativen Sehnen gemessenen Versagenskraft gegeniiber

1741 + 304 N (Abb. 34).

Tabelle 8: Steifigkeit und maximale Versagenskraft BPTB-Transplantate (*p<0,05)*E-Beam und ‘Gamma

Strahlungsdosis Steifigkeit [N/mm] Maximale Versagenskraft [N]

0 1996 = 59,1 1741 + 304

34" 170,6 + 58.2 * 1073+ 617 *
%

34 1928 + 58,0 1139 + 445 *
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Steifigkeit [N/mm] Maximale Versagenkraft [N]
300 2500
*
20000 T
2001 - . _*_
1500;
1000;
100;
500;
_ . 0. A
Nativ 34 KGy 34 KGy Nativ 34 KGy 34 KGy
Gamma  E-Beam Gamma  E-Beam
Abb. 33 Steifigkeit [N/mm] Abb. 34 Maximale Versagenskraft [N]

3.3.2 Dehnung, Dehnungsdifferenz und zyklische Elongation

Die Dehnung der nativen Sehnenpréparate betrug vor den zyklischen Belastungstests L; 3,0 +

2,8 % und bei Lygo 3,3 + 2,7 %. Das entsprach einer belastungsabhingigen Dehnungsdifferenz

von 0,3 = 0,3 %. Die mit 34 kGy Gamma bestrahlten Priparate wiesen vor Belastung eine

Dehnung von 4,4 + 3,0 % und die mit 34 kGy E-Beam bestrahlten Sehnen von 4,1 + 1,7 %

auf. Nach Beendigung der zyklischen Belastung (L,g0) betrug die Dehnung in der Gamma—

Gruppe 5,5 + 3,8 % und in der E-Beamgruppe 4,6 + 1,8 % (Tab. 9).Im Gegensatz zur

Hochdosis-E-Beam-Bestrahlung waren das Dehnungs- und Zyklische Elongation von

Sehnenpriparaten nach Gammabestrahlung mit 34 kGy signifikant, gegeniiber den nativen

Sehnenpréparaten, geschiadigt (Abb. 35/36).

Tabelle 9: Strain und zyklische Elongation BPTB-Transplantate (*p<0,05) *E-Beam und " Gamma

Strahlungsdosis  Strain L,y [%] Strain L;[%] Strain-Diff. [%] zyklischen Elongation [mm]

0 33+27  3.0+28 03 =03 0,19+0.18
34+ 55+38  44+30 111,17 0,71 £0,70 *
34 * 46+18  41+17 0.4+0.4 0,29 + 0,28
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Strain [%] zyklische Elongation [mm]
2.5, * 15+ *
2.0;
15 1.0
1.01
0.51
; 0.0- :
Nativ 34 KGy 34 KGy Nativ 34 KGy 34 KGy
Gamma E-Beam Gamma E-Beam
Abb.35 Strain [%] Abb.36 Zyklische Elongation [mm]

3.4 Fraktionierte E-Beam-Sterilisation

In den bisherigen in vitro Studien wurde eine geringere Schidigung der biomechanischen
Eigenschaften nach E-Beam-Bestrahlung im Vergleich zur Gammabestrahlung gefunden.
Allerdings fanden sich signifikante Schidigungen der Versagenskraft nach E-Beam
Bestrahlung mit einer Einzeldosis von 34 kGy. Daher wurde im folgenden Versuch der
Einfluss einer fraktionierten E-Beam-Bestrahlung (34 kGy) auf die biomechanischen
Eigenschaften von Sehnengewebe untersucht. 44 BPTB-Transplantate von 11 humanen
Spendern wurden randomisiert 4 Untersuchungsgruppen (je n = 11) zugeordnet: A - native
humane BPTB — Prédparate (n = 11), B — 34 kGy Gammasterilisation als Einmaldosis (n = 11),
C - 34 kGy E-Beam-Sterilisation als Einmaldosis (n = 11) und fraktionierte (gestaffelte) 10-
mal 3,4 kGy E-Beam-Sterilisation (n = 11). Die Sterilisation erfolgte an tiefgefrorenen

Priparaten (70 °C und CO;) und die biomechanischen Tests bei Raumtemperatur.

3.4.1 Steifigkeit und maximale Versagenskraft

Die Steifigkeit zwischen nativen und fraktioniert mit E-Beam bestrahlten Préparaten war
identisch. Native Sehnen hatten eine Steifigkeit von 239 + 92 N/mm und fraktioniert mit E-
Beam sterilisierte 254+ 111 N/mm (Tab.10). Die Steifigkeit der mit 34 kGy Einzeldosen (E-
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Beam-, Gammasterilisation) bestrahlten Sehnen betrug 216 + 63 bzw. 178 £ 48 N/mm. Diese
Verminderung der Steifigkeit war gegeniiber nativen und fraktioniert bestrahlten Sehnen nicht
signifikant (Abb. 37). Die fraktioniert E-Beam-Sterilisation hatte keinen signifikanten
Einfluss auf die maximale Versagenskraft von nativen und fraktioniert, mit E-Beam
bestrahlten Sehnenpriparaten (Tab. 10). Native Sehnen wiesen eine maximale Versagenskraft
von 1499 + 352 N und fraktioniert bestrahlte von 1327 + 305 auf (Abb. 38). Nach
Einzeldosen von 34 kGy betrug die maximale Versagenskraft in der E-Beam-Gruppe 1024 +
204 N in der Gruppe mit Gammabestrahlung 827 + 209 N. Die maximale Versagenskraft war
in der Gruppe mit Gammabestrahlung signifikant niedriger als in der Einzeldosis der E-Beam-
Bestrahlung Gruppe (p = 0,046). Signifikant niedriger war die maximale Versagenskraft auch
nach Gamma- und Einzeldosis E-Beam-Bestrahlung gegeniiber der fraktionierten E-Beam-
Bestrahlung (p = 0,001, p = 0,008) und der nicht bestrahlten Kontrollgruppe (p = 0,001, p =
0,002). Die BPTB-Transplantate zeigten bei Fraktionierung einer 34 kGy E-Beam-
Bestrahlung keine signifikanten Unterschiede gegeniiber den nicht bestrahlten Kontrollen (p =

0,270).

Tabelle 10: Steifigkeit und maximale Versagenskraft der BPTB-Transplantate (+ *p< 0,05)
("fraktioniert, *Einzeldosis, ‘Gamma)

Strahlungsdosis Steifigkeit [N/mm] Maximale Versagenkraft [N]
0 239+ 92 1499 + 352 + *
347 254+ 111 1327+ 305 + *
34 * 216+ 63 1024+ 204 +
347 178 + 48 827 + 209
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Steifigkeit [N/mm] Maximale Versagenkraft [N]

400,
20007 <%
B + %

300

1500

200

1000

100; 5001

Nativn 34KGy 34KGy 34 KGy Nativ 34KGy 34KGy 34KGy
fraktioniert ~Einzeldosis ~Gamma fraktioniert Einzeldosis =~ Gamma
E-Beam

+ Signifikanter Unterschied von Gamma (p<0,05)
* Signifikanter Unterschied von E-Beam (p<0,05)

E-Beam

Abb. 37 Steifigkeit [N/mm] Abb. 38 Maximale Versagenskraft [N]

3.4.2 Dehnung, Dehnungsdifferenz und zyklischen Elongation
Wihrend der 200 zyklischen Belastungen von L; (20 N) bis Lo (200 N) wies die nicht

bestrahlte Kontrollgruppe einen Strain von 2,9 + 1,1 % und die mit einer fraktionierten E-
Beam Bestrahlung (34 kGy) behandelten Sehnen einen Strain von 2,9 + 1,5 % auf. Diese
Ergebnisse waren nahezu identisch (Tab. 11). Demgegeniiber war der belastungsabhéngige
Strain nach E-Beam-Bestrahlung 34 kGy Einzeldosis mit 3,4 + 1,1 % und Einzeldosis
Gammabestrahlung mit 4,6 + 2,0 % signifikant erhoht (Abb. 39). Die Signifikanzen der mit
fraktionierter E-Beam-Dosierung bestrahlten und nicht bestrahlten Préparate im Vergleich zu
der Gammagruppe betrugen p = 0,008 und p = 0,002. Keine signifikanten Unterschiede
bestanden zwischen den Gruppen Einzeldosis-Gamma- und E-Beam-Bestrahlung (p =0,890)
sowie E-Beam-Fraktionierung und nicht bestrahlter Kontrollgruppe (p=0,401) Diese
Analyse der zyklischen Elongation zeigte dhnliche Ergebnisse (Tabelle 11) mit signifikanten
Unterschieden zwischen Gamma- zu fraktionierter Bestrahlung und im Vergleich mit E-Beam
bestrahlten Préparaten (p=0,05). Keine statistisch signifikanten Unterschiede wurden in der
Messung der zyklischen Elongation zwischen Einzeldosis E-Beam- und fraktionierter E-

Beam Bestrahlung (p = 0,076) gefunden. Nicht bestrahlte Kontrollen wiesen eine signifikant
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geringere zyklischen Elongation gegeniiber Gamma- (p = 0,002) und Einzeldosis E-Beam
Proben auf (p=0,004). Es wurden erneut keine signifikanten Unterschiede zwischen E-Beam-

Fraktionierung und der nicht bestrahlten Kontrollgruppe (p = 0,332) gefunden (Abb. 40).

Tabelle 11: Strain und zyklischen Elongation der BPTB-Transplantate (*p<0,05)

(“fraktioniert, *Einzeldosis, ‘Gamma)

Strahlungsdosis Strain [%] zyklischen Elongation [mm)]
0 29+ 1,1+ 02+0,1 +*
347 2,9+1,5 0,3+0,2
34 * 34+ 1,1+ 0,5+ 0,4+
347 178 + 48 0,6 + 0,4

Strain [%] Zyklische Elongation [mm]
8.

1.5;
6.

1.0

Nativ 34 KGy

JAKGy 34 KGy 34 KGy
fraktioniert ~ Einzeldosis =~ Gamma fraktioniert  Einzeldosis  Gamma

+signifikanter Unterschied zu Gamma (p<0,05)
* signifikanter Unterschied zu E-Beam-Einzeldosis
(p<0.05)

Abb. 39 Strain [%]

0.5

Nativ 34 KGy 34 KGy

+signifikanter Unterschied zu Gamma (p<0,05)
* signifikanter Unterschied zu E-Beam-Einzeldosis
(p<0,05

Abb. 40 Zyklische Elongation [mm]
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3.5 Tierexperimentelle Ergebnisse

3.5.1 E-Beam-Allograft nach 6 Wochen

Die maximale Versagenskraft (67,20 N) und die Steifigkeit (16,75 ) der mit E-Beam
bestrahlten Transplantate waren 6 Wochen nach Transplantation gegeniiber den nicht
bestrahlten Kontroll-, Allograft- und Autograft-Gruppen signifikant reduziert (Tab.12/Abb.
41,42). Die maximale AP- Laxizitit (Mittelwert: 3,76 mm) der mit E-Beam bestrahlten
Allografts zeigte beim Versagenstest im Vergleich zu den Kontrollgruppen und zur Allograft-

Gruppe ebenfalls eine signifikante Reduktion (Tabelle 12/ Abb.43).

Tabelle 12: Biomechanische Eigenschaften der VKB-Transplantate nach 6 Wochen

Variable E-Beam Allografts Autografts VKB nativ
Steifigkeit [N/mm] 16,75 69,05 61,75 161,89
Versagenskraft [N] 67,6 180,96 222.4 1611,52
AP- Laxizitit [mm] 3,76 * 4,90 4,30 * 9,38

Drei E-Beam behandelte Transplantate rissen bereits intraligamentir vor dem eigentlichen
Versagenstest, so dass keine maximale Versagenskraft gemessen werden konnte. Die
restlichen Transplantate wurden beim Versagenstest in vier Féllen aus dem Knochentunnel

gezogen, ein Transplantat versagte intraligamentér.

3.5.2 E-Beam-Allograft nach 12 Wochen
Die maximale Versagenskraft (Mittelwert: 62,88 N) und maximale Steifigkeit (12,10 N/mm)

der mit E-Beam bestrahlten Transplantate (Tab. 13/ Abb.41, 42) zeigten nach 12 Wochen
gegeniiber den Kontrollgruppen einen signifikanten Unterschiede. Die maximale AP-
Laxizitdt (Mittelwert: 8,60 mm) zeigt gegeniiber der nativen Gruppen (Mittelwert: 9,38 mm)
keinen signifikanten Unterschied (Tabelle 13/ Abb.43). Nach 12 Wochen rupturierten die E-
Beam-Allografts intraligamentédr. Davon versagten 3 Transplantate breites im Rahmen des

Vorderen Kreuzbandtests, so dass keine maximale Versagenskraft gemessen werden konnte.
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Tabelle 13: Biomechanische Eigenschaften der VKB-Transplantate nach 12 Wochen

Variable E-Beam Allografts Autografts VKB nativ
Steifigkeit [N/mm] 12,10 67,10 74,59 161,89
Versagenkraft [N] 62.88 291,20 374,72 1611,72
AP- Laxizitdt [mm] 8,60 4,80 5,95 9,38
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" 100- s
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E-Belam E-B;am Al;O Alllo Aulto Au'to V;(B
6 12 6 12 6 12 Nativ

Gruppen

Abbildung 41: Vergleich Steifigkeit nach E-Beam, Allograft, Autograft u. nativ auf 6 und 12
Wochen, p<0,05
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Abbildung 42: Vergleich der maximalen Versagenskraft nach E-Beam, Allograft (unbestrahlt),
Autograft (unbestrahlt) und native Kontrolle auf 6 und 12 Wochen, p<0,05
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= N
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AP-Laxizitat [mm]
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5 J
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Abbildung 43: Vergleich der AP-Laxizitdt nach E-Beam, Allograft (unbestrahlt), Autograft
(unbestrahlt) und native Kontrolle auf 6 und 12 Wochen, *p<0,05

63



Diskussion Biomechanik nach Bestrahlung von Sehnentransplantaten

4. Diskussion

4.1 Allogene Sehnentransplantate

Mit ca. 50.000 Rupturen des VKB pro Jahr in Deutschland besitzt diese Verletzungsart eine
hohe klinische Relevanz (Wilcke, 2004). Fiir Orthopdden und Unfallchirurgen stellt der
operative Ersatz des rupturierten VKB weltweit die Standardtherapie dar. Autologe Sehnen
mit beidseitigen ossdren Fixationsblocken (BPTB) und Sehnen ohne ossére Anteile (STG)
werden gegenwirtig bevorzugt flir Ersatzplastiken eingesetzt (Petersen und Zantop, 2009).
Hauptnachteile dieser Transplantate sind die mit der Entnahme verbundene Morbiditdt und

die sich hieraus ergebenden kurz- und langfristigen Funktionsstorungen.

In den letzten 30 Jahren wurden daher verstirkt Versuche unternommen, allogenes Gewebe
fiir die Therapie der VKB — Ruptur einzusetzen. Eine absolute Indikation fiir den allogenen
Ersatz kann es bei multiligamentiren Kniegelenksverletzungen und bei wiederholter Ruptur
des VKB geben, da autologes Sehnengewebe nicht mehr ausreichend zur Verfligung steht.
Die Bereitstellung allogener Gewebetransplantate erfordert einen hohen pharmazeutischen,
logistischen und finanziellen Aufwand hinsichtlich der Entnahme, der Konservierung und der
Sterilisation der allogenen Gewebetransplantate. Des Weiteren ist die Moglichkeit einer
immunologisch bedingten Abstoungsreaktion gegeben, die bei bradytrophem Gewebe
jedoch selten auftritt und durch Tieffrieren deutlich reduziert werden kann. Anfidnglich
wurden Allografts ausschlieBlich in der Revisionschirurgie des VKB angewendet. In den
letzten Jahren ist die Indikation zunehmend in den Bereich des priméren Kreuzbandersatz
erweitert wurden aufgrund der positiven klinischen Ergebnisse nach Revisionseingriffen

(Vangsness, 20006).

Der Einsatz allogenen Spendergewebes in der vorderen Kreuzbandchirurgie weist gravierende
regionale Unterschiede weltweit auf. Hierfiir gibt es verschiedene Ursachen. Zum einen
existieren sehr unterschiedliche Anforderungen an die klinische Eignung des Spenders sowie
erhebliche Unterschiede in den rechtlichen Vorgaben der Léander, z.B. bei der
Zustimmungsfrage. In den USA besteht eine hohe Spenderbereitschaft und, eine grof3e
Anzahl von Gewebebanken gestattet die erforderliche Aufarbeitung und Abgabe von

Spendergewebe. Gute klinische Resultate fithrten zu einem sprunghaften Anstieg der Nutzung
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von muskulo-skeletalen Allografts. Zwischen 1990 und 2001 konnte ein Anstieg von 350.000
auf 875.000 operativ verwendeter Allografts von Sehnen- und Knochengewebe beobachtet
werden (Guelich et al., 2007). Ca. 10% dieser Allografts wurden fiir den Kreuzbandersatz
verwendet (Surez et al., 2007). Nach einer Umfrage der AOSSM aus dem Jahr 2006
befiirworteten 86% von 365 befragten Orthopaden der USA den Einsatz von Allografts in der
Kreuzbandchirurgie (McAllister et al., 2007).

Im Gegensatz zum US—amerikanischen Raum werden in Deutschland fiir den Ersatz des
rupturierten VKB wesentlich seltener allogene BPTB- bzw. Sehnen-Transplantate verwendet.
Ursdchlich hierfiir sind die geringe Zahl von Gewebebanken sowie .rechtliche
Beschrankungen, denen die Entnahme, Aufbereitung, Konservierung und Transplantation von
humanem Spendersehnen, wie sie in der Kreuzbandchirurgie Anwendung finden, unterliegen
(Hiibner et al., 2009). Hauptursache fiir den geringen Einsatz von allogenen
Sehnentransplantaten stellt die mit der Transplantation verbundene mogliche Ubertragung
von Infektionserregern vom Spender auf den Empfénger dar. Einer Umfrage der AGA zufolge
wiirden 66% der Orthopdden und Unfallchirurgen in Deutschland Allografts fiir den Ersatz
des VKB verwenden, wenn diese in der erforderlichen Qualitdt beziliglich der Sterilitit und
biomechanischen Eigen-schaften zur Verfligung stiinden (Mayr et al., 2007). In Deutschland
finden aktuell Inaktivierungsverfahren wie z.B. PES-Sterilisation bzw. Hochdosis
Gammabestrahlung Anwendung, um eine Erregeriibertragung sicher ausschlieBen zu kdnnen.
Jedoch fiihren sédmtliche aktuell zur Verfiigung stehende Verfahren zu einer gravierenden

Schwichung der biomechanischen Eigenschaften von Allografts (Scheffler et al., 2010).

Eine Reihe von Studien haben gezeigt, dass es bei Sterilisation mit Gammabestrahlung in
Dosierungen von 10 bis 50 kGy eine Dosis-abhingige negative Beeinflussung
biomechanischer Eigenschaften von allogenen Sehnentransplantaten gibt (Gibbons et al.,
1991; Anderson et al., 1992; Rasmussen et al., 1994; Salehpour et al., 1995; Fideler et al.,
1995; Currey et al.,1997; Yusof, 2000), so dass die derart behandelten Transplantate nicht
oder nur sehr eingeschrinkt verwendet werden. Da keine vergleichbaren
Untersuchungsergebnisse tliber die Dosis-Wirkungs-Abhéngigkeit der E-Beam-Sterilisation an
BPTB-Transplantaten in der Literatur beschrieben sind, war es das Ziel der vorliegenden

Arbeit erstmals den Einfluss des E-Beam Bestrahlungsverfahrens auf die biomechanischen
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Eigenschaften von Sehnentransplantaten zunichst in vitro und anschlieend im Tiermodell

zu untersuchen.

4.2 Bestrahlung von Sehnengewebe

4.2.1 Gammabestrahlung

Weltweit ist die Gamma Sterilisation das am weitesten verbreitete und am héufigsten
angewendete Sterilisationsverfahren fiir allogene Sehnentransplantate zur Rekonstruktion des
VKB. Gammastrahlen, die beim Zerfall des radioaktiven Elements *’Cobalt entstehen, greifen
mit der Bildung von freien Radikalen gravierend und zerstérend in die Replikation von
Mikroorganismen ein. Bei der Bestrahlung werden Niedrigdosis- (< 15 kGy) von Hochdosis-
(>30kGy) Verfahren unterschieden. Es konnte gezeigt werden, dass eine
Niedrigdosisbestrahlung ausreichend ist, um einen vollstindigen Schutz vor der Ubertragung
von bakteriellen Erregern durch Weichteiltransplantate zu gewdéhrleisten (Halls, 1992).
Dagegen kann ein adiquater Schutz vor Ubertragung von Viren nur bei deutlich héheren
Strahlendosen (> 30 kGy) erreicht werden (Campbell und Li, 1999, Pruss et al., 2002), die in
aller Regel mit erheblichen biologischen Einschrinkungen der Gewebe verbunden sind. So
konnte in verschiedenen in vitro Studien nachgewiesen werden, dass bereits Strahlendosen
>20 kGy zu einer deutlichen Reduktion der biomechanischen FEigenschaften von
Weichteiltransplantaten, die in der VKB-Chirurgie Anwendung finden, fithrten (Fideler et al.,
1995; Rasmussen et al., 1994). Gleichzeitig wurde in klinischen Studien eine deutlich erhohte
Versagerrate von VKB Rekonstruktionen nach Gamma-Hochdosis Bestrahlung beobachtet
(Rappe et al., 2007; Sun et al., 2009). Diese Ergebnisse haben dazu gefiihrt, dass mit einer
Dosierung von > 30 kGy inaktivierte Sehnentransplantate im Bereich der VKB—Chirurgie

derzeit keine Anwendung findet.

4.2.2 E-Beam-Bestrahlung

Als  Alternative zur Gammastrahlung existiert mit E-Beam ein  weiteres
Bestrahlungsverfahren, bei dem hochenergetische Elektronenstrahlen zur Sehnensterilisation
genutzt werden konnen. Der technische Vorteil dieses Verfahrens gegeniiber der
Gammastrahlung besteht darin, dass eine hohere Energie pro Zeit appliziert werden kann und
die Dichte der Bestrahlung pro Flache deutlich homogener ausféllt. Damit kann die Dauer der
Bestrahlung auf Minuten reduziert werden und es werden Dosisspitzen vermieden, die bei

Gammabestrahlung unvermeidbar sind. Daraus resultierte die Hypothese, dass nach E-Beam
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Bestrahlung eine deutlich geringere Beeintrachtigung der biomechanischen Eigenschaften

eintritt, als die Gammabestrahlung.

4.3 Gamma- vs. E-Beam-Bestrahlung von Sehnenallografts

In den hier vorgelegten in vitro Untersuchungen wurde der Einfluss von unterschiedlich
dosierten Gamma- und E-Beam Bestrahlungen in 4 Testserien auf die biomechanischen
Eigenschaften =~ humaner BPTB-Sehnentransplantate {iberpriift. Primér sollte untersucht
werden, ob das E-Beam-Verfahren biomechanische Vorteile gegeniiber der Standard-
Gammabehandlung aufweist. Nach einer Dosis-Wirkungsstudie bei 15, 25 und 34 kGy zu E-
Beam, die deren Eignung auch fiir hohe Strahlendosen zeigen sollte (34 kGy), schloss sich ein
Vergleich von E-beam und Gamma bei 25 und 34 kGy als effizienter Einzeldosis an.
SchlieBlich wurde gepriift, ob eine fraktionierte E-Beam-Hochdosisbestrahlung mit 34 kGy
Vorteile im Vergleich zur herkdmmlichen Gammabestrahlung bietet. Die Konstellation
34kGy E-Beam wurde zusitzlich im Schafsmodell getestet. Bei den vier in vitro Testserien
handelte es ich im Einzelnen um:

e E-Beam-Sterilisation 15, 25 und 34 kGy

e E-Beam- und Gamma-Sterilisation 25 kGy

e E-Beam- und Gamma-Sterilisation 34 kGy

e Fraktionierte E-Beam-Sterilisation (34 kGy) versus E-Beam- und Gamma-

Einzeldosis (34 kGy)

4.3.1 E-Beam-Sterilisation 15, 25 und 34 kGy

Die dosisabhingige Beeinflussung von humanen BPTB—Transplantaten war hinsichtlich der
verschiedenen biomechanischen Parameter nach E-Beam-Sterilisation unterschiedlich.
Wihrend Steifigkeit, Dehnung, Dehnungsdifferenz und Zyklische Elongation gegeniiber
nativen Sehnen nach Dosen von 15, 25 und 34 kGy nahezu identisch waren, traf das
beziiglich der maximalen Versagenskraft nur auf die Dosierungen von 15 und 25 kGy zu. 34
kGy E-Beam-Sterilisation fiihrte zu einer signifikant verminderten maximalen Versagenskraft
(p = 0,36; Bonferroni-Test). Seto et al. untersuchten den Einfluss einer 50 kGy Gamma und
E-Beam Hoch-dosisbestrahlung auf Kaninchen Achillessehnen wunter verschiedenen
protektiven Konditionierungen (Ethyl-Dimethyl- aminopropyl-Carbodiimid - EDC;
Scavengers wie Mannitol, Ascorbinsiure, Riboflavin) in vitro (Seto et al., 2008). Sie fanden

eine minimale Beeintrdchtigung von Steifigkeit, Dehnungs- und Zyklische Elongation, jedoch
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keine signifikante Verminderung der maximalen Versagenslast. Wihrend Seto et al
Radikalfanger, wie Mannitol, Riboflavin und Askorbinsdure einsetzten und eine
Bestrahlungsdosis von 50 kGy benutzten, fand der Sterilisationsprozess in unserer Studie in
Gegenwart von CO; und bei maximal 34 kGy statt. Dabei scheint die protektive Wirkung der
von Seto eingesetzten Radikalfinger grosser zu sein als die alleinige Zugabe von CO, zum

Sauerstoffausschluss in unserem Versuch.

Die wesentliche Ursache der schidigenden Wirkung von ionisierenden Strahlen liegt in der
Radiolyse von Wasser (Sauer, 2002). In diesem Prozess entstehen neben lonen (H+, 0O, H,O",
e’) auch Radikale (H, OH) und Peroxide (H,0O,). Die Bildung der zellschddigenden Radikale
ist bei sauerstofthaltiger Umgebung von bestrahltem biologischem Material quantitativ
erhoht. Daher konnte die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die Sterilisation mit
Elektronenstrahlen unter Zusatz von CO, als Radikalenfanger eine verbesserte Alternative zur
etablierten Gammabestrahlung darstellte. Die Wirkung von CO, basiert auf Ergebnissen von
Untersuchungen, in denen nachgewiesen werden konnte, dass durch die Anwesenheit von
CO, die Auswirkungen von durch E-Beam gebildeten freien Radikalen reduziert wird
(Baulmann et al., 1984; Scherzer, 1997). Scherzer erhohte den Schutz der mit
Elektronenstrahl behandelten Substanzen, in dem er diese mit einer lackdhnlichen
Schutzschicht iiberzog, die von bestimmten Insektenarten produziert wird. Diesen Effekt
haben wir simuliert, indem die Versuche in CO, — Atmosphére durchgefiihrt wurden. Weitere

Studien iiber Bestrahlung von Sehnen mit E — Beam liegen in der Literatur nicht vor.

4.3.2 E-Beam- vs. Gamma-Sterilisation 25 kGy

In dem vorliegenden Versuchsansatz sollte die E-Beam- und Gamma Bestrahlung in bei einer
Dosierung von 25 kGy hinsichtlich der Auswirkungen auf die Biomechanik von allogenen
humanen Sehnentransplanate verglichen werden. Zusitzlich wurde die Sehnentransplanate
noch bei 15 KGy E-beam untersucht Die Ergebnisse der E-Beam Bestrahlung zeigten bis zu
einer maximalen Dosis von 25 kGy keine signifikanten Unterschiede in den biomechanischen
Eigenschaften Viskoelastizitit, Zyklische Elongation, Elongation, Steifigkeit und maximale
Versagenskraft der BPTB-Transplanten gegeniiber nativen Kontrollsehnen. Dem gegeniiber
zeigten die gammabehandelten Transplantate eine signifikant geringere maximale
Versagenskraft im Vergleich mit nativen Kontrollsehnen bei 25 kGy. Eine Vielzahl an

Studien konnte ebenfalls zeigen, dass eine Sterilisation mit Gammastrahlen ab einer Dosis
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von 20 kGy zu einer deutlichen Reduktion der strukturellen Eigenschaften (Steifigkeit,
Versagenskraft, Transplantatelongation) von Sehnenprédparaten fiihrt (Fideler et al., 1994;
Rappe et al., 2007; Sun et al., 2009). Fideler et al untersuchten die biomechanischen
Eigenschaften von 60 humanen BPTB-grafts nach Gammabestrahlung zwischen 20 bis 40
kGy. Sie fanden eine signifikante Beeintrachtigung der biomechanischen Eigenschaften
(Steifigkeit, Dehnung, maximale Versagenskraft) bei Gammawerten > 20 kGy. McGilvray et
al. untersuchten den Einfluss von 15 kGy und 25 kGy Gammastrahlung auf die
biomechanischen Eigenschaften von BPTB-Transplantaten am Tiermodell Schaf. Die
Bestrahlungsdosis von 25 kGy fiihrte zu einer signifikanten Verminderung der maximalen

Versagenskraft (McGilvray et al., 2009).

In einer weiteren Studie berichteten Balsly et al. {iber eine statistisch signifikante Abnahme
der Zugfestigkeit der Patellarsehnen-Transplantate nach Sterilisation mit 24,0-28,5 kGy
Gamma Strahlung (Balsly et al. 2008). Curran et al. beobachteten weiterhin eine 20%
Abnahme der Bruchlast der menschlichen Patellasehne bei einer Dosis von 20 kGy (Curran et
al., 2004). Salehpour et al. fanden eine Senkung der Traglast und Endfestigkeit von 37% bzw.
47% gefunden (Salehpour et al., 1995). Dieser Befund steht in Ubereinstimmung mit dem von
uns untersuchten Transplantaten nach Gammastrahlung mit 25 kGy, wohingegen die mit 25
kGy E-Beam behandelten Transplanten keine signifikant verminderten biomechanischen
Eigenschaften aufwiesen. Da der Versuchsansatz ansonsten identisch war, ist es naheliegend,
dass der beobachtete Unterschied allein auf das unterschiedliche Bestrahlungsverfahren

zuriuckzufiihren ist.

4.3.3 E-Beam- vs. Gamma-Sterilisation 34 kGy

Da zur effektiven Virusinaktivierung Bestrahlungsdosen von iiber 25 kGy erforderlich sind
(Pruss et al., 2002a), wurde in diesem Teilprojekt der Einfluss einer Gamma sowie einer E-
Beam Hochdosisbestrahlung mit 34 kGy vergleichend untersucht. Nach 34 kGy
Gammabestrahlung wiesen alle gemessenen biomechanischen Parameter (Steifigkeit,
maximale Versagenskraft, zyklische Dehnung, Dehnungsdifferenz und Zyklische Elongation)
gegeniiber den Werten nativer BPTB-Transplantaten signifikant schlechtere Ergebnisse auf.
Diese Ergebnisse stimmen mit Studien der Literatur {iberein (Rasmussen et al., 1994; Fideler
et al., 1994). Rasmussen et al. verglichen die Biomechanik von unbe-strahlten gefrorenen

BPTB-Transplantaten und einer Bestrahlung mit 40 kGy. Die bestrahlten Préparate wiesen
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signifikante Unterschiede in der Zyklischen Elongation und in der maximalen Versagenskraft
auf. Fideler et al. kam in ihrer Studie mit 60 humanen BPTB-Priparaten und

Gammabestrahlungen mit 30 und 40 kGy zu vergleichbaren Resultaten.

Nach 34 kGy E-Beam-Sterilisation waren die Werte der Steifigkeit gegeniiber nativen
Kontrollen identisch. Dehnungsdifferenz und Zyklische Elongation zeigten ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede gegeniiber nativem Sehnentransplantate. Signifikant geringer war
die maximale Versagenskraft nach 34 kGy Bestrahlung mit E-Beam. Dies widerspricht den
Ergebnissen von Seto et al., die nach Bestrahlung mit 50 kGy E-Beam keine signifikante
Beeintriachtigung der maximalen Versagenslast fanden. Sie behandelten ihre Transplantate
allerdings mit radioprotektiven Substanzen zur Radikalminimierung, was die Unterschiede zu
unseren Ergebnissen erkldren wiirde (Seto et al., 2009). Sowohl eine Gamma Sterilisation
mit 34 kGy als auch mit 34 kGy E-Beam wiirden die Anspriiche an ein viruzides Verfahren
erfiillen. Die Gamma Bestrahlung ist derzeit auf Grund unserer Ergebnisse und der Daten aus
der Literatur fiir einen klinischen Einsatz in dieser Dosierung jedoch nicht anwendbar (Rappe
et al., 2007; Sun et al., 2009). Die signifikant besseren Ergebnisse einer Hochdosis E-Beam
Bestrahlung waren die Basis fiir die Genehmigung einer in vivo Studie mit dem Ersatz des

VKB an einem etablierten Tiermodell (siche 4.3.5).

4.3.4 Fraktionierte E-Beam-Sterilisation vs. E-Beam- und Gamma-Einzeldosis (34 kGy)

Ionisierende Strahlung fiihrt dosisabhdngig durch Beeintrachtigung der DNA- Replikation zu
Zellschidigungen. In der Tumortherapie wird die fraktionierte Bestrahlung eingesetzt, um
Gesamtdosen von 80 kGy ohne Schidigung gesunder Korperzellen anwenden zu konnen
(Wannenmacher et al., 2006). Seit 10 Jahren wird von Onkologen die fraktionierte E-Beam
Bestrahlung in der postoperativen adjuvanten Tumortherapie eingesetzt (Hehr et al., 2002).
Auf Grund der Ergebnisse der Literatur und der geringeren Beeintrichtigung der
Biomechanik von mit 34 kGy E-Beam bestrahlten humanen BPTB-Transplantaten in den
vorhergehenden Testerien bestand der Versuchsansatz einer fraktionierten E-Beam-
Sterilisation darin, dass diese Form der Bestrahlung signifikant geringere Schadigungen der
Biomechanik induziert. Im Gegensatz zur Einzeldosis von 34 kGy wurde diese Strahlendosis
auf 10-mal je 3,4 kGy fraktioniert. Verglichen mit den mit einer Einzeldosis von 34 kGy E-
Beam oder Gamma behandelten Transplantaten zeigten die fraktioniert bestrahlten Sehnen

signifikant bessere Werte fiir die Versagenslast, die Dehnungsdifferenz, das Zyklische
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Elongation sowie die Elongation. Im Gegensatz zu einer Einzeldosisverabreichung kam es bei
fraktionierter E-Beam-Sterilisation zu keiner signifikanten Verminderung der maximalen
Versagenskraft im Vergleich zu nativen Kontrollsehnen. Eine mdgliche Erkldarung kann die
im fraktionierten Prozess erzeugte geringere Radikaldichte sein. Die Wechselwirkung
energiereicher Elektronen mit Materie gliedert sich in die physikalische, physikalisch-
chemische und chemische Phase. In der physikalischen Phase bilden sich in Folge von
Ionisations- und Anregungsprozessen angeregte Atome/Molekiile und Ionen/freie Elektronen.
Diese fithren in der physikalisch-chemischen Phase zu spezifischen Anregungs- und
Ladungstransferreaktionen, die bevorzugt mit einer Radikalbildung durch homolytische
Spaltung im gesamten bestrahlten Volumen enden. Diese Radikale induzieren komplexe
chemische Reaktionen, die in der Regel gleichzeitig, aber mit unterschiedlicher
Reaktionsgeschwindigkeit, ablaufen. Das heift, das FErgebnis der Bestrahlung (z. B.
Vernetzung, Kettenspaltung oder Funktionalisierung) ist eine Uberlagerung verschiedener
gleichzeitig ablaufender Teilreaktionen. Deren Beitrag zum Gesamtergebnis ist von den
konkreten Reaktionsbedingungen (z. B. der Radikaldichte) abhéngig. Dariiber hinaus ist zu
beachten, dass die Inaktivierung der Viren durch direkte (d. h. die Erzeugung eines Defektes
im Virus - Doppelstrangbruch) und indirekte Prozesse (d. h. Reaktionen der Viren mit
strahleninduzierten = Reaktionspartnern in  deren chemischer Umgebung, z. B.

Radiolyseprodukte des Wassers) erfolgen kann.

In den vier in vitro Testserien zeigten die biomechanischen Parameter der nicht bestrahlten
humanen BPTB-Transplantate deutliche Unterschiede. Diese Differenzen konnten ihre
Ursache in den Altersunterschieden der Spender haben. Das mittlere Alter der Spender in den
Versuchsgruppen lag zwischen 45 und 65 Jahren. Eine statistische Verifizierung dieser
Hypothese war nicht mdglich, da die n-Zahlen in den Versuchsgruppen und die
unterschiedlichen Versuchsansitze einen statistischen Beweis nicht zulieBen. Aus diesem
Grund sind Vergleiche mit anderen Studien hinsichtlich biomechanischer Parameter von
nativen Sehnenpréparaten problematisch, da altersbezogene Angaben in der Literatur fehlen

(Hoburg et al., 2010).

4.3.5 Tierexperimentelle Untersuchungen — 34 kGy E-Beam

Da die in vitro Versuche bei 34 kGy im Vergleich zur herkdmmlichen Gammabestrahlung

bessere Ergebnisse fiir die Elektronenbestrahlung zeigten, wurde eine tierexperimentelle
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Uberpriifung von mit 34 kGy E-Beamstrahlung behandelten Allografts im Vergleich zu nicht
bestrahlten durchgefiihrt. Das Schaf wurde als Tiermodell in diesem Projekt verwendet, da es
sich schon in diversen anderen Studien auf Grund seiner den Verhéltnissen bei Menschen sehr
dhnelnden Anatomie, Morphologie und den dhnlichen biomechanischen Eigenschaften sowie
der problemlosen Haltung dieser Tiere als durchaus geeignet gezeigt hat (Radford et.al., 1996;
Allen et al., 1998; Hunt el al., 2005, Weiler, 2001, 2002a). In einer vergleichen-den Studien
des Remodelingprozesses konnte gezeigt werden, dass die auf zelluldrer Ebene ablaufenden
Vorginge bei Mensch und Schaf durchaus vergleichbar sind und in dhnlichen
Zeitdimensionen abzulaufen scheinen (Scranton et al., 1998). AuBlerdem beschiftigt sich die
Arbeitsgruppe seit ldngerem mit diesem Modell, so dass auch auf Daten von
vorangegangenen Studien zuriickgegriffen werden kann. Daher wurden im Tiermodell auch
freie Sehnen anstelle von BPTB-Transplantaten wie im in vitro Modell verwendet. Weiterhin
ist aus der Literatur bereits bekannt, dass die Bestrahlung keinen negativen Einfluss auf die
Knochenheilung hat, jedoch Erkenntnisse iiber den Einfluss der Bestrahlung auf die in-vivo-

Einheilung des Sehnengewebes bis dato nicht vorliegen.

4.3.5.1 Biomechanische Ergebnisse

In dieser Studie fanden sich zwischen nativen autologen und allogenen Sehnen 6 Wochen
nach der Operation keine signifikanten Unterschiede der biomechanischen Parameter. Dem
gegeniiber waren die Steifigkeit der mit 34 kGy E-Beam (Einzeldosis) bestrahlten Sehnen und
die maximale Versagenskraft im Vergleich zu allen anderen Gruppen signifikant erniedrigt.
12 Wochen postoperativ wiesen Steifigkeit und maximale Versagenskraft nicht bestrahlter
Allografts gegeniiber den Ergebnissen nach 6 Wochen signifikant bessere Resultate in
Steifigkeit und maximaler Versagenskraft auf. Signifikant schlechtere Resultate und keine
Verbesserung gegeniiber den Ergebnissen nach 6 Wochen zeigten die mit 34 kGy bestrahlten
Allografts 12 Wochen postoperativ. Da keine weiteren in vivo Studien existieren, die das
Remodelling mittels E-Beam sterilisierter Transplantate untersucht haben, kann in folgenden
nur ein Vergleich mit gammabehandelten Transplantaten erfolgen. Mae et al. untersuchten die
Auswirkungen des Einfrierens bzw. Gefriertrocknens mit oder ohne anschlieender
Gammabestrahlungauf die biomechanischen Eigenschaften in einem Ratten-Patellarsehnen-
Transplantationsmodell zum Zeitpunkt direkt nach Bestrahlung mit 25 KGy Gammastrahlung
und wihrend der 24-wochigen Heilungsphase. Sie fanden initial verminderte biomechanische

Eigenschaften bei den bestrahlten Transplantaten im Vergleich zu nur durch Frieren bzw.
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Gefriertrocknung behandelten Sehnen. Im Laufe des Remodeling kam es aber zu einer
Angleichung der Werte, so dass die Autoren gammabehandelte Transplantate als gute
Moglichkeit einstuften, wenn darauf geachtet wird, das Transplantat wihrend der frithen
Phase nach der Transplantation < 4 Wochen zu schiitzen (Mae et al.,, 2003). Der
Hauptunterschied zu der vorliegenden Studie liegt in der Bestrahlungsstirke. Da der
schidigende Einfluss der Bestrahlung dosisabhidngig ist, sind die unterschiedlichen
Ergebnisse mit der geringeren Bestrahlungsdosis erkldrbar. Auch klinische Studien fanden
schlechtere Ergebnisse bei der Verwendung von gammabehandelten im Vergleich zu
unsterilisierten Transplantaten. In einer klinischen Studie erfolgte der Ersatz des VKB mit
nichtbestrahlten (n = 42) und mit 25 kGy Gamma bestrahlten Achillessehnen-Grafts (n = 33).
6 Monate nach der Operation wiesen ein Patient in der nichtbestrahlten Gruppe und 11
Patienten in der Gruppe mit bestrahlten Allografts eine erneute Ruptur auf (Fideler et
al.,1994). Sun et al. kamen in einer klinischen Studie mit 32 bestrahlten BPTB-Grafts und 34
nichtbestrahlten Grafts zu vergleichbaren Fehlerraten (Sun et al., 2009).

4.3.5.2 Histologie

Die nachfolgenden Ergebnisse wurden durch eine Mitdoktorandin erhoben (Christine Broziat)
und sind hier zur Erginzung der biomechanischen Daten angefiigt. Die Ergebnisse der
histologischen Untersuchung des Bandremodelings zu 6 und 12 Wochen zeigten verstérkte
Remodelingprozesse bei den E-Beam behandelten Transplantaten im Vergleich zu
unbehandelten Allografts und Autografts. Sowohl die Zell- als auch die Gefal3dichte (Abb.44/
45) zeigte sich bei den E-Beam behandelten Transplantaten wéhrend des gesamten frithen
Bandremodelings z.T. signifikant erhoht im Vergleich zu unbehandelten Allografts und
Autografts. Da in der Literatur eine Verminderung von biomechanischen Eigenschaften in
Verbindung mit einer erhohten Gefalldichte immer wieder beschrieben ist, konnte dies eine
mogliche Ursache fiir die biomechanischen Ergebnisse darstellen, wobei der Mechanismus
dieser verstirkten Revaskularisierung noch unbekannt ist. Die Bestrahlung kann zur
Aktivierung von Wachstumsfaktoren wie VEGF oder PDGF oder entziindlichen Reaktionen
fiihren (Petersen et al., 2003). Dariiber hinaus konnten weitere Effekte wie Verdanderungen in
der Kollagen- Vernetzungsdichte moglich sein, was in nachfolgenden Untersuchungen

tiberpriift werden muss.
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Abbildung 44: Gesamtzellzahl Abbildung 45: GefaRdichte
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5. Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Fiir die Transplantation von allogenem Gewebe als VKB-Ersatz wird in Deutschland eine
sichere Keiminaktivierung verlangt, um Graft-versus-Host-Infektionen zu verhindern.
Insbesondere um klinisch relevante Viren sicher zu inaktivieren, sind Bestrahlungsdosen von
mehr als 30 kGy erforderlich. Diese flihren jedoch zu irreversiblen Schiadigungen der
allogenen Sehnentransplantate. Das Ziel der vorliegenden in vitro und in vivo
Untersuchungen bestand daher darin, dosisabhdngige Einfliisse der E-Beam- und Gamma
Sterilisation auf die Biomechanik von allogenen und autologen Sehnen zu {iberpriifen.
Erstmals wurde dabei eine fraktionierte E-Beam-Sterilisation untersucht, bei der die
erforderliche minimale Dosis von 34 kGy in 10 Bestrahlungszyklen zu je 3,4 kGy appliziert
wurde. Das Studiendesign fiir 4 in vitro Untersuchungen waren kontrollierte, randomisierte
Laborstudien, in denen bestrahlte und unbestrahlte, tiefgefrorene BPTB-Prédparate mit einer
Breite von 10 mm nach 10 Tagen Konservierung ( -70 °C ; CO,) zyklischen Dehnungstests
unterzogen wurden. Anschlieend wurden die biomechanischen Eigenschaften getestet, wobei
Steifigkeit, maximale Versagenskraft, Dehnung L;—Lyp, Dehnungsunterschiede und
Zyklische Elongation analysiert wurden. Die Gruppenzuteilung von insgesamt 142 BPTB-

Priparaten erfolgte in 4 Testreihen nach einem computergestiitzten Randomschema:

e E-Beam-Bestrahlung von 0,15 ,25 und 34 kGy an je 8 Préparaten,

e E-Beam-Bestrahlung von 0, 15, 25 und Gamma Bestrahlung mit 25 kGy an je 10
Préparaten,

e Unbestrahlte und 34 kGy E-Beam- und Gammabestrahlungan je 10 Praparaten,

e Unbestrahlte, 34 kGy Einzeldosis E-Beam- und Gammabestrahlungund 34 kGy E-
Beam-Bestrahlung fraktioniert (10 x 3,4 kGy) an je 10 Praparaten.

Die in vitro Untersuchungen an humanen BPTB-Transplantate zeigten in Ubereinstimmung
mit der Literatur signifikant schlechtere biomechanische Parameter bei einer Standard E-
Beam-Bestrahlung mit 34 kGy sowie einer Gammabestrahlung mit 25 und 34 kGy im
Vergleich zu nicht bestrahlten Sehnenpriparaten. Im Gegensatz dazu war die Biomechanik
der fraktioniert mit 34 kGy E-Beam bestrahlten BPTB—Transplantate weitestgehend identisch
mit den unbestrahlten Vergleichskontrollen. Eine mogliche Erkldrung kann die im

fraktionierten Prozess erzeugte geringere Radikaldichte sein.
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Die Ergebnisse der in vitro Untersuchungen an mit 34 kGy Einzeldosis E-Beam
bestrahlten BPTB—Transplantate konnten durch in vivo Untersuchungen an implantierten
Sehnen des M. flexor digitorum superficialis in 24 Merinomix — Schafen bestétigt werden. 6
Wochen und 3 Monate postoperativ wiesen die bestrahlten Ersatzplastiken des VKB
signifikant schlechtere biomechanische Eigenschaften gegeniiber nicht bestrahlten Sehnen
auf. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Standard E-Beam Bestrahlung von
BPTB-Transplantate mit 15 bzw. 25 kGy zu geringeren Beeintrichtigungen des
Sehnengewebes als die herkommliche Gammabestrahlung fiihrt. Fiir die in Deutschland
empfohlene Bestrahlungsdosis von > 30 kGy sind nach den Ergebnissen der Literatur und der
hier vorgelegten Untersuchungsergebnisse weder die Standard E-Beam- noch die
Gammabestrahlung einsetzbar. Dahingegen zeigten die fraktioniert mit 10 x 3,4 kGy
bestrahlten Transplantate keine signifikante Beeintrachtigung der biomechanischen Parameter
in vitro. In vivo Untersuchungen miissen zeigen, wie sich das Remodeling und die
biomechanischen Eigenschaften fraktioniert bestrahlter Sehnen darstellt und ob sich die
positiven in vitro Ergebnisse bestitigen lassen. Daraus konnte sich ein Anstieg in der
Bereitstellung mikrobiologisch sicherer und klinisch akzeptabler allogener BPTB-
Transplantate ergeben und die klinische Versorgung von Patienten mit multiplen

Bandverletzungen und Revisionseingriffen verbessert werden.
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5. Summary and conclusions

In Germany, for the transplantation of allogenic tissue as a VKB substitute, a reliable
microbiological deactivation is required to prevent graft-versus-host-infections. In particular
for the inactivation of clinically relevant viruses, irradiation doses of more than 30 kGy are
necessary. Nevertheless, these lead to irreversible impairments of allogenic tendon grafts.
Hence, the aim of the present in vitro and in vivo studies was to examine dose-dependent
influences of the E-beam and gamma sterilisation on the biomechanics of allogenic and
autologous soft tissues. For the first time, a fractionated E-Beam-sterilization was examined,
for which the necessary minimum dose of 34 kGy was applied in 10 irradiation cycles of 3.4
kGy each. The study design of four in vitro examinations entailed controlled randomised
laboratory studies, in which irradiated and unirradiated, deep-frozen BPTB preparations
having a width of 10 mm after 10 days of preservation (-70° C, CO,) were submitted to cyclic
distension tests. Afterwards, the biomechanical properties were tested, and stiffness,
maximum failure strength, L;-L,¢9 distension, distension differences and creep behaviour
were analysed. The group allocation of a total of 142 BPTB preparations took place in four

test series after a computer-aided random scheme:
e E-beam irradiation of 0, 15, 25 and 34 kGy in 8 preparations,
e E-beam irradiation of 0, 15, 25 and gamma irradiation with 25 kGy in 10 preparations,
e Unirradiated and 34 kGy E-beam and gamma irradiation in 10 preparations,

e Unirradiated, 34 kGy single dose E-beam and gamma irradiation and 34 kGy E-beam

irradiation fractionates (10 x 3.4 kGy) in 10 preparations.

In vitro examinations in human BPTB grafts showed — in accordance with the literature —
significantly reduced biomechanical parameters with a standard significant E-beam irradiation
using 34 kGy as well as a gamma irradiation with 25 and 34 kGy in comparison to
unirradiated tendon preparations. In contrast, the biomechanics of the BTB transplants
fractionated with 34 kGy E-beam irradiation were basically identical with the unirradiated
comparative controls. A possible explanation might be the lower radical density generated in

the fractionated process.

77



Zusammenfassung Biomechanik nach Bestrahlung von Sehnentransplantaten

The results of the in vitro examinations of BPTB grafts irradiated with a 34 kGy single dose
E-beam could be confirmed by in vivo examinations in implanted tendons of the M. flexor
digitorum superficialis in 24 Merinomix-sheep. Six weeks and 3 months postal-surgically, the
irradiated tendon transplants of the VKB exhibited significantly reduced biomechanical
properties than those of the unirradiated tendons. To summarize, it can be ascertained that the
standard E-beam irradiation of BPTB grafts with 15 or 25 kGy leads to lower interferences of
the sinew tissue than the standard gamma irradiation does. For the irradiation dose of > 30
kGy recommended in Germany, in view of the data in the literature and the examination
results presented here, neither the standard E-beam nor the gamma irradiations are applicable.
On the other hand the transplants irradiated with 10 x 3.4 kGy fractions showed no significant
interference of the biomechanical parameters in vitro. In vivo examinations must show how
the remodelling and the biomechanical properties of fractionated irradiated tendons are
presented, and whether these can indeed be confirmed by positive in vitro results. From this,
an increase in microbiologically safer and clinically more efficient allogenic BPTB grafts
could arise, and the clinical care of patients with multiple ligament injuries and revision

interventions could be improved.
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Anhang

Nomenklatur

ACL Anterior Cruciate Ligament

AGA Deutschsprachige Arbeitsgemeinschaft
fiir Arthroskopie

AMG Deutsches Arzneimittelgesetz

AMWHV Arzneimittel- und Wirkstoff-
herstellungsverordnung

ASA American Society of Anesthesiologists

AOSSM American Orthopedic Society for Sports

Medicine

AP-Laxizitat

anterior-posterior-Laxizitit

AWMF

Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen

Medizinischen Fachgesellschaften

BPTB —Transplantat

Bone-Patellar-Tendon-Bone-Transplantat

CDC

Centers for Disease Control (USA)

cfu/ml Colony forming units / ml

Co Kobalt

Creep Zyklische Elongation

DIZG ... Deutsches Institut fiir Zell- und Gewebeersatz
DANN Desoxyribonukleinséure

DMSO Dimethylsulfoxid

E-Beam Elektronenstrahlen-Sterilisation

ESR-Dosimeter

Elektronen-Spin-Resonanz-Dosimeter

FDA

Food and Drug Administration

HBV Hepatitis-B Virus

HCV Hepatitis-C Virus

HIV Humanes Immundefizienz Virus

HKB Hinteres Kreuzband

kGy Kilo-Gray (erwarmt 1 1 Wasser um 2,4°C)
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IAEA International Atomic Energy Agency

Li_200 Zyklische Belastungstests

LED Light emitting diode

N Newton (kg xm : s”)

Ni Nickel

PDGF Platelet Derived Growth Factor

PES Peressigsdure-Ethanol-Sterilisation

RNA Ribonukleinsédure

SAL Sterility Assurance Level

SGT Semitendinosus- und Gracilissehnen-
Transplantat

S-H Schwefel-Wasserstoff-Verbindungen

S-S Schwefel-Schwefel-Briicken

TPG-GewV Transplantationsgesetz-Gewebeverordnung

TCIDsg /ml Tissue culture infectionsdose (als dekadischer
Logarithmus

TPG Transplantationsgesetz

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

VKB Vorderes Kreuzband
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